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1.  Einleitung 
1.1  Die Src-Kinasen 
1.1.1  Die Familie der Src-Kinasen 
Die Familie der Src-Kinasen gehört zu den am intensivsten untersuchten Kinasen mit 
onkogener Wirkung. Es handelt sich  dabei um membran-assoziierte, zytoplasmatische 
Protein-Tyrosinkinasen. Sie umfasst neun Mitglieder (Src, Blk, Yes, Yrk, Fgr, Fyn, Lyn, Lck 
und Hck), von denen zum Teil durch alternatives Splicing verschiedene Isoformen exprimiert 
werden (Brown and Cooper, 1996). Die Entdeckung der namensgebenden Kinase Src geht auf 
die Identifizierung des Rous-Sarkom-Virus als Auslöser von Sarkomen bei Hühnern zurück. 
Es konnte gezeigt werden, dass ein Teil der Virus-DNA für ein Protein kodiert, das 
Tyrosinkinase-Aktivität  besitzt. Es wurde als v -Src bezeichnet und gilt seither als das 
transformierende Onkogen des Virus (Jove and Hanafusa, 1987).  
Es konnten seitdem weitere Mitglieder der Src-Familie identifiziert werden, wobei sich deren 
Zugehörigkeit durch eine Homologieregion innerhalb der katalytischen Domäne sowie die 
gleichförmige Regulation der Kinase-Aktivität definiert (Brown and Cooper, 1996).  
Die Src-Kinasen werden alle nach einem spezifischen Muster in bestimmten Geweben 
exprimiert. So sind die Kinasen Blk, Hck, Fgr und Lck vor allem in hämatopoetischen Zellen 
zu finden. Dagegen werden c -Src und Fyn in vielen verschiedenen Geweben exprimiert 
(Bolen et al., 1992; Taguchi et al., 2000). 
Src-Kinasen spielen eine zentrale Rolle in der Regulation vieler Signaltransduktionswege in 
B- und T -Zellen des Immunsystems (Perlmutter, 1995). So lässt sich annehmen, dass die 
Hyperaktivität einzelner Src-Kinasen in verschiedenen Tumortypen an der Entstehung von 
Krebs und Leukämie beteiligt ist. Viele biologische Funktionen von Src-Kinasen hängen mit 
ihrer Fähigkeit zusammen, über die SH3- und SH2-Domäne (Src homology domain) mit 
Bindungspartnern zu interagieren.  
 





1.1.2  Die molekulare Struktur und Regulation von Src-Kinasen  
Src-Kinasen lassen sich in sechs funktionelle Abschnitte untergliedern (Abb. 1.1.1). Die N-
terminale Myristoylierungsstelle ist verantwortlich für die Lokalisation der Src-Kinase an der 
Zellmembran. Die Fettsäure Myristat wird hierbei über eine Amidbindung an ein 
konserviertes Glycin gebunden (David-Pfeuty et al., 1993; Resh, 1996). Die Bedeutung dieser 
Struktur für die biologische Funktion der Src-Kinasen wurde in mehreren Arbeiten belegt, 
allerdings scheint sie alleine nicht für eine stabile Assoziation der Src-Kinasen an die 
Zellmembran auszureichen. Für eine feste  Verankerung sind wenigstens zwei weitere 
Regionen nötig (Bagrodia et al, 1993; Cross et al., 1984).  
An die Myristoylierungsstelle schliesst sich eine Region an, die aufgrund ihrer 
unterschiedlichen Aminosäurensequenz innerhalb der Src-Kinasen Familie als  „unique 
region“ bezeichnet wird. Man nimmt an, dass diese Domäne die Spezifität der Kinasen 
bestimmt. 
Die darauf folgende SH3-Domäne fungiert als Erkennungsregion für prolinreiche 
Aminosäuresequenzen (P-X-X-P). Sie spielt eine wichtige Rolle in der negativen Regulation 
der enzymatischen Aktivität von Src-Kinasen. Auch wird vermutet, dass die SH3-Domäne die 
subzelluläre Lokalisation von Signalproteinen beeinflusst (Bar-Sagi et al., 1993). In fast allen 
zytoplasmatischen Tyrosinkinasen findet man eine SH2-Domäne, die als Erkennungssequenz 
für Phosphotyrosine dient (Pawson, 1995). Darüber hinaus spielt sie eine wesentliche Rolle 
bei der Regulation der Aktivität der Src-Kinasen. Auf die SH2-Domäne folgt schliesslich die 
SH1- bzw. Kinasedomäne. Diese hat die höchste Sequenzhomologie i nnerhalb der Src-
Kinasen Familie. Sie besteht aus zwei Subdomänen, dem N-Lobe und dem C-Lobe, sowie 
dem dazwischen liegenden katalytischen Zentrum. Den Abschluss bildet eine am C-Terminus 
gelegene Region, die wichtig für die Regulation der Kinase-Aktivität ist. Die Aktivität von 
Src-Kinasen wird durch ein Netzwerk intramolekularer Interaktionen reguliert. Erste 
Hinweise auf die Regulierbarkeit von Src-Kinasen gab die Aktivierung von Src-Kinasen 
durch Phosphatasen in Zellysaten. Es konnte gezeigt werden, dass die Kinase-Aktivität und 
damit auch die biologische Aktivität der Src-Kinasen vom Phosphorylierungszustand eines 
hochkonservierten, C -terminal gelegenen Tyrosinrests abhängt (Cartwrigh et al., 1987; 
Cooper and King, 1986). Die Phosphorylierung des C-terminalen Tyrosinrest Y527 bewirkte 
eine Reduktion der Aktivität der Src-Kinase (Brown und Cooper, 1996; Lowell und Soriano, 
1996). Entsprechend führt die Dephosphorylierung dieses Rests zum Anstieg der Aktivität 



























Abb. 1.1.1:  Struktur und Regulation der  Src-Kinasen.  (A)  Auf die N -terminale 
Myristoylierungsstelle folgt die „unique region“, die innerhalb der verschiedenen Mitglieder der Src-
Kinasen-Familie nicht konserviert ist. Die SH2- und SH3-Domänen werden durch den SH2-Kinase-
Linker von der katalytischen Domäne getrennt. Die Kinase-Domäne setzt sich aus zwei Untereinheiten 
zusammen, dem N-Lobe und C-Lobe. Innerhalb des C-Lobes liegt die katalytische Schleife (A-Loop), 
die das autoregulative Tyrosin an Position 416 beinhaltet. Am C -Terminus befindet sich an der 
Postition 527 ein negativ-regulatiorischer Tyrosin-Rest.  Die ATP-Bindungsstelle ist am N -Lobe 
lokalisiert, am C -Lobe befindet sich die Substrat-Bindungsstellen. (B) Die Regulation der Kinase-
Aktivität findet über intramolekulare Bindungsmechanismen statt, wobei die SH3-Domäne an eine 
Polyprolin-Helix im SH2-Kinase-Linker bindet. Die negativ-regulierende Funktion der SH2-Domäne 
wird über den phosphorylierten Tyrosinrest Y527 im C-Terminus vermittelt. Bei der Aktivierung der 



























































































„unique region“ „A-Loop “
N-Terminus C-Terminus


















Allerdings ist die Regulation der Src-Kinasen nicht alleine durch die Phosphorylierung am C-
Terminus zu erklären. Als weiterer Regulationsmechanismus trägt die Interaktion der SH3-
Domäne mit dem SH2-Kinasen-Linker bei. Innerhalb dieses Linkers liegt eine Polyprolin- 
Helix, die intramolekular an die SH3-Domäne bindet. Im inaktiven Zustand ist die Kinase so 
gefaltet, dass sowohl der Tyrosinrest Y416, als auch die ATP-Bindungsstelle unzugänglich 
sind (LaFevre-Bernt et al., 1998). Hierzu trägt auch die Konformation der katalytischen 
Schleife (A-Loop) bei (Xu et al., 1997; Sicheri et al., 1997). Die Faltung wird durch die 
Interaktion der SH2-Domäne mit dem phosphorylierten Tyrosinrest Y527 im C-Terminus der 
Kinase stabilisiert. Mittlerweile konnten einige Tyrosinkinasen, die diesen Tyrosinrest 
phosphorylieren, identifiziert werden. Dazu zählen zum Beispiel CSK (C-terminal Src-
Kinase) oder CHK (CSK homologous kinase) (Okada et al, 1991). Die Aktivität dieser 
Kinasen ist somit kritisch für die negative Regulierung der Src-Kinasen (Bennett et al, 1994; 
Nada et al., 1991). Die Veränderung solcher regulatorischer intramolekularer Interaktionen 
durch gezielte Mutagenese führt zu einer Deregulation der Kinase-Aktivität, sowie zu einem 
zunehmenden Transformationsvermögen der Src-Kinasen (Briggs and Smithgall, 1999; 
Cartwright et al, 1987; Gonfloni et al., 1997). Des Weiteren wird die Enzymaktivität der 
Kinasen durch die Phosphorylierung des innerhalb der Kinasedomäne liegenden Tyrosinrests 




1.1.3  Die Rolle der Src-Kinasen in der Hämatopoese und der Pathogenese der 
CML 
Die ersten Hinweise auf das onkogene Potential der Src-Kinasen gab die Beobachtung, dass 
v-Src ein Interleukin-3 (IL-3) unabhängiges Wachstum in einer Vielzahl von 
hämatopoetischen Zellinien induziert (Anderson et al., 1990). Darüber hinaus inhibiert v-Src 
die durch G -CSF (granulocyte-colony stimulating factor) stimulierte granulozytäre 
Differenzierung der IL-3 abhängigen myeloischen Mauszellinie 32D (Kruger and Anderson, 
1991). 
Src-Kinasen spielen eine wichtige Rolle in den Signalkaskaden hämatopoetischer 
Wachstumsfaktoren. Es konnte gezeigt werden, dass Src-Kinasen bei der Signaltransduktion 
zahlreicher Wachstumsfaktoren aktiviert werden. Dies wurde für eine Reihe von Interleukinen 





reagieren Src-Kinasen unter anderen mit den Rezeptoren für IL-2, IL-5, IL-6 oder Rezeptoren 
für Wachstumsfaktoren wie dem PDGFR (platelet derived growth factor receptor) oder EGFR 
(epidermal growth factor receptor) (Adachi et al., 1999; Hatakeyama et al., 1991; Kypta et al., 
1990; Muthurwamy and Muller, 1995; Ward et al., 1996). Adapterproteine wie c-Cbl oder 
Tyrosinkinasen wie FAK (focal adhesion kinases) oder Bcr-Abl stellen weitere 
Bindungspartner dar (Schlaepfer et al., 1994; Warmuth et al., 1997). 
Die wichtige Rolle von Src-Kinasen in der Signaltransduktion hämatopoetischer Faktoren 
wird zusätzlich dadurch bekräftigt, dass Mäuse mit defekten Src-Genen eine Reihe 
pathologischer Veränderungen in der Hämatopoese zeigen. So ist in Lck- oder Lyn- 
defizienten Mäusen beispielsweise die Reifung und das Wachstum von T - und B -Zellen 
gestört (Chan et al., 1997; Lowell and Soriano, 1996). Src 
-/- Hck
-/- Doppel-Knockout-Mäuse 
weisen eine erhöhte extrameduläre Hämatopoese auf (Lowell et al., 1996). 
Die stichhaltigsten Daten für eine Beteiligung der Src-Kinasen-Familie bei der Entstehung 
von hämatologischen Neoplasien, gibt es für die Philadelphia-Chromosom (Bcr-Abl)-
positiven Leukämien, wozu auch die chronisch myeloische Leukämie (CML) zählt. 
Untersuchungen an 32D-Zellen haben ergeben, dass Bcr-Abl zur Aktivierung der Src-Kinasen 
Lyn und Hck führt. Dieser Aktivierung liegt wahrscheinlich eine direkte Assoziation 
zwischen Src-Kinasen und Bcr-Abl zugrunde (Danhauser-Riedl et al., 1996). Der Bindungs- 
und Aktivierungsmodus zwischen Bcr-Abl und Src-Kinasen ist sehr komplex und bis heute 
nicht ganz geklärt. Es wurde gezeigt, dass sowohl die SH3- und SH2-Domäne von Hck als 
auch die des Bcr-Abl-Proteins sowie dessen C-Terminus als potentielle Interaktionspartner 
agieren (siehe Kapitel 1.4.4) (Lionberger, 2000; Stanglmaier, 2003).  
 
Studien mit Fibroblasten zeigen, dass Src-Kinasen in vielen weiteren zellulären Prozessen 
eine Rolle spielen, inklusive Mitose, Proliferation, Überleben, Kontrolle der Zelladhäsion und 
Migration. Gerade diese Faktoren sind während der Kanzerogenese dereguliert. So wurde 
gezeigt, dass die Aktivierung von STAT (signal transducer and activator of transcription) 
Proteinen durch v -Src ein kritischer Schritt in der Transformation von Fibroblasten oder 
hämatopoetischen Zellen darstellt (Bromberg et al., 1998; Cao et al., 1996). Neuere Studien 
erbrachten Hinweise, dass dieser Signalweg auch in der Karzinogenese eine wichtige Rolle 
spielt. Niu und Kollegen konnten zeigen, dass c -Src und STAT3 konstitutiv in einer 





Es gibt des weiteren Hinweise, dass Src-Kinasen auch an der Aktivierung des Ras-Signalwegs 
beteiligt sind. Ras ist ein Guanosintriphosphat (GTP) bindendes Protein, das in der Regulation 
des Zellwachstums und Differenzierung eine wichtige Rolle spielt und auch in der 
Pathogenese der CML von Bedeutung ist. Dabei scheint Ras sowohl anti-apoptotische als 
auch proliferative Signale zu vermitteln (Amrein et al., 1992). 
Ein weiterer Signalweg, in den die aktivierten Src-Kinasen eingreifen, ist der Akt-Signalweg. 
Die Akt Serin/Threonin-Kinase übernimmt in der Entwicklung von Krebs eine 
Kontrollfunktion, die sowohl das Überleben als auch die Differenzierung von Zellen steuert 
(Datta et al., 1999). Einige der Substrate von Akt, wie zum Beispiel p21, Caspase 9 oder Bad 
sind Regulatoren der Apoptose (Nicholson et al., 2002). 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Src-Kinasen direkt oder über die Aktivierung von 
intrazellulären Signalwegen eine bedeutende und zum grossen Teil noch nicht verstandene 
Rolle in der Kanzerogenese spielen.  
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Abb. 1.1.2:  Die durch das Bcr-Abl Protein ausgelöste Signaltransduktion. Die konstitutive 
Aktivierung der Src-Kinasen führt zu einer Reihe von Aktivierungen verschiedener zytoplasmatischer 
und nukleären Signaltransduktionswege, die das Wachstum und das Überleben hämatopoetischer 
Zellen beeinflussen. So wird über den STAT-Signalweg die Zellproliferation induziert, Akt vermittelt 











1.2  Die Inhibition von Src-Kinasen 
1.2.1  Die Src-Kinasen-Inhibitoren 
Src-Kinasen sind attraktive Zielmoleküle  für eine molekulare Therapie von zahlreichen 
Tumorerkrankungen und hämatopoetischen Neoplasien wie zum Beispiel der CML (Levitzki, 
1996; Bolen und Brugge, 1997). Viele Inhibitoren von Proteinkinasen binden an der ATP-
Bindungsstelle im katalytischen Zentrum und sind aufgrund der hohen strukturellen und 
funktionellen Homologie dieser Region oft relativ unspezifisch. Es wurden verschiedene mehr 
oder weniger  selektive Inhibitoren für  Src-Kinasen beschrieben, unter anderen PP1, ein 
Pyrazolo-Pyrimidin Derivat (Levitzki, 1996; Showalter and Kraker, 1997). Hanke und 
Kollegen zeigten 1996, dass PP1 Lck und Fyn in vitro bei wesentlich niedrigeren 
Konzentrationen inhibiert, als die nicht zur Src-Kinasen-Familie gehörenden Kinasen JAK2, 
ZAP-70 und Proteinkinase A (Hanke et al., 1996). PP1 ist auch innerhalb von Zellen aktiv, 
was durch die Inhibierung der Phosphorylierung ganzer Zellen sowie der Inhibierung der CD3 




1.2.2  Die Src-Kinase Hck im Komplex mit PP1 
Liu u nd Kollegen zeigten, dass die Aminosäure an der Position 338 in Src eine 
Schlüsselposition für die Inhibierung durch PP1 einnimmt. So kann c-Src, das an 338 ein 
Threonin besitzt, durch PP1 inhibiert werden, v-Src, das dort ein Isoleucin verfügt, hingegen 
nicht (Liu et al. 1999). 
Kurz darauf wurde von Schindler und Kollegen die Kristallstruktur von Hck im Komplex mit 
PP1 aufgeklärt (Schindler et al., 1999). In dieser Arbeit wurden die Aminosäurenreste der 
katalytischen Domäne, Position 385  – 403, identifiziert, die für die Bindung von ATP 
verantwortlich sind. Auf die katalytische Domäne folgt das Aktivierungssegment, Position 
404 – 432, das in den meisten Proteinkinasen die Phosphorylierung kontrolliert (Johnson et 
al., 1996). Y416, das für die Regulation der Autophosphorylierung zuständig ist, liegt 
innerhalb dieses Aktivierungssegmentes. PP1 ist an die ATP-Bindungsstelle innerhalb der 
Kinase gebunden, wobei eine Methylphenyl-Gruppe in eine angrenzende hydrophobe Tasche 
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Subdomänen, den N -Lobe und dem C -Lobe. Der Eingang dieser Tasche wird durch die 
Seitenketten von T338 und A403 begrenzt. Die Tasche selber wird von mehreren 







Abb. 1.2.1:  Die Bindung von PP1 an Hck. (A) Vergleich der Strukturformeln von PP1 (links) und 
Adenosin (rechts).  (B)  Die Struktur von PP1 gebunden an  Hck. Das Polypeptidrückrad  des 
Aktivierungsegments ist in M agenta  dargestellt. PP1 und selektive Seitenketten von  Hck sind im 





1.2.3  Systematische Mutation von Hck zur Untersuchung der 
Bindungsspezifität von PP1 
Inhibitoren wie PP1 können dazu benutzt werden,  Signalwege zu untersuchen, da sie mit 
relativ hoher Selektivität Kinasen zu blockieren. Allerdings sind bis zum heutigen Zeitpunkt 
noch nicht alle humanen Proteinkinasen identifiziert. So besteht bei der Untersuchung von 
Kinase-Inhibitoren immer die Problematik, dass der Inhibitor auch andere Kinasen inhibieren 
kann. Durch die systematische Mutation von Aminosäurepositionen, die entscheidend für die 
Bindung des Inhibitors sind, kann die Zielstruktur-Spezifität genauer verstanden werden. 
Wie schon in Kapitel 1.2.2 erwähnt, bindet PP1 an die ATP-Bindestelle der Kinase-Domäne 
und blockiert somit die Bindung von ATP. Mutationen von  Hck an den „Schlüssel-
















































Abb. 1.2.2: Grundlagen der Spezifität von PP1. (A)  Die den Tascheneingang bildenden 
Aminosäuren sind gelb, die die hydrophobe Tasche bildenden Aminosäuren sind grau dargestellt. (B) 
Sequenzanalyse im Bereich der hydrophoben Tasche von verschiedenen Proteinkinasen. Die den 
Eingang begrenzenden Aminosäuren sind rot gekennzeichnet, die die Tasche begrenzenden grau. 
 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden durch zwei verschiedene Prinzipien versucht, inhibitor-
resistente Mutanten von  Hck zu schaffen. Zum einen wurden die Aminosäuren an den 
Positionen T338 und A403, die den Eingang der  hydrophoben Tasche begrenzen, gegen 
Aminosäuren mit längeren oder sperrigeren Seitenketten ausgetauscht. Zum anderen wurden 
gezielte Mutationen die hydrophobe Tasche selber betreffend, vorgenommen (Positionen 
M314, V323, L325, I336). Dabei wurden die ursprünglichen Aminosäuren entweder gegen 
die polare Aminosäure Threonin oder gegen Phenylalanin, das eine sehr sperrige Seitenkette 
besitzt, ausgetauscht. Die nach diesen beiden Prinzipien hergestellten Mutanten werden im 
weiteren Verlauf dieser Arbeit jeweils als Eingangs- bzw. Taschen-Mutanten bezeichnet.  
Die Aminosäuren, die zur Bildung des Taschenkerns beitragen, sind innerhalb der 
Proteinkinase-Familie hoch konserviert. Von einigen Aminosäurepositionen ist bekannt, dass 





Im Gegensatz zur Tasche selbst, variiert der Tascheneingang beträchtlich von Kinase zu 
Kinase. Dies wird besonders an den Aminosäurenpositionen 338 und 403 deutlich. An diesen 
Positionen befindet sich in Hck ein Threonin (T338) bzw. ein Alanin (A403). Vergleicht man 
verschiedene Proteinkinasen an den homologen Positionen, so wird deutlich, dass diese 
Positionen oft von längeren oder sperrigeren Aminosäuren besetzt werden. So findet man 
beispielsweise an Position 338 auch Leucin (L), Isoleucin (I), Methionin (M), Glutamin (Q) 





1.3  Die chronisch myeloische Leukämie (CML) 
1.3.1  Definition der CML 
Eine Erkrankung, die mit der Aktivierung von Src-Kinasen im Zusammenhang steht, ist die 
chronisch myeloische Leukämie (CML). Es handelt sich dabei um eine maligne Erkrankung 
der hämatopoetischen Stammzellen im Knochenmark. Sie zählt neben der Polyzytämia vera, 
der essentiellen Thrombozytämie und der Osteomyelofibrose zu dem Formenkreis der 
chronischen myeloproliferativen Erkrankungen. Durch eine neoplastische Transformation 
einer pluripotenten Stammzelle beginnt im Knochenmark eine zunehmende Expansion dieses 
Klons. Die transformierten Zellen unterliegen nicht mehr einer regulierten Proliferation, 
Differenzierung und Apoptose (Deininger, 2000). Daraus entsteht eine zelluläre Hyperplasie 
mit der Verdrängung normaler myeloider Zellen. Durch eine verminderte Adhäsion der Zellen 
im Knochenmark ist das erhöhte Vorkommen granulozytärer Vorstufen im peripheren Blut 
erklärbar (Deininger, 2000).  
Auf chromosomaler Ebene ist die CML mit einer spezifischen Veränderung assoziiert. Es 
handelt sich um eine reziproke Translokation zwischen den c -abl-Protoonkogen des 
Chromosoms 9 und des bcr-Gens (breakpoint cluster region) auf dem Chromosom 22, 
wodurch das Philadelphia (Ph) Chromosom entsteht (Rowley, 1973). Diese Aberration ist bei 
85% der Patienten mit einer CML zu finden, wobei mehr als 90% der malignen Zellen dieses 
Merkmal aufweisen. Es wurden über 300 verschiedene Varianten dieser Translokation 
beschrieben, wobei auch andere Chromosomen beteiligt sein können (Fitzgerald and Morris, 
1991). Das Bcr-Abl Fusionsprotein  aktiviert viele Signalwege innerhalb der Zelle, wobei  




1.3.2  Epidemiologie der CML 
Mit einer Inzidenz von 15 auf 1 Million Einwohner pro Jahr macht die CML ungefähr 25% 
aller Leukämien aus. Sie ist eine Erkrankung des höheren Alters, mit einem 
Durchschnittsalter von 50 Jahren, wobei auch andere Altersgruppen inklusive Kinder 
betroffen sein können. 25% der Patienten sind 60 Jahre oder älter, was besonders auf die 





als Frauen, 85% der Erkrankungsfälle werden während der chronischen Phase im Rahmen 
einer Routineuntersuchung diagnostiziert (Epstein, 1999). 
 
 
1.3.3  Ätiologie der CML 
Durch epidemiologische Studien ist bekannt, dass die Exposition radioaktiver Strahlung einen 
Risikofaktor für die Entstehung der CML darstellt (Tanaka et al., 1989; Corso et al., 1995). 
Zudem konnte invitro gezeigt werden, dass durch ionisierende Strahlung die Fusion von Bcr-
Abl in hämatopoetischen Zellen induziert werden kann (Deininger et al., 1998). Allerdings ist 
das Vorhandensein des Bcr-Abl-Gens in hämatologischen Zellen nicht alleine für die 
Ausbildung einer Leukämie verantwortlich. So findet man dieses Gen auch im Blut gesunder 




1.3.4  Krankheitsverlauf und Prognose der CML 
In der CML unterscheidet man drei verschiedene Phasen. Am Anfang steht die chronisch 
stabile Phase, die durchschnittlich 5-6 Jahre anhält (Kantarjian et al.,1988). Der Beginn der 
Erkrankung und die darauffolgenden Veränderungen des Blutbilds sind schleichend. Die 
ersten Beschwerden werden oft durch eine Splenomegalie hervorgerufen und zeigen sich als 
Druck- und Völlegefühl im linken Oberbauch, zum Teil  verbunden  mit in den Rücken 
ausstrahlenden Schmerzen.  Hinzukommen können Müdigkeit, Abgeschlagenheit und B -
Symptome wie Gewichtsverlust, Nachtschweiß und subfebrile Temperaturen, die ohne Infekt 
auftreten. Im Verlauf der Erkrankung kann es durch die enorme Milzschwellung zu 
Milzinfarkten kommen. Im Blutbild ist ein Anstieg der Leukozyten auffällig. Meist sind es 
noch ausgereifte und funktionell nahezu normale  Zellen. Ursache dieser massiven 
Vermehrung ist eine Transformation einer pluripotenten Stammzelle mit  expansivem 
Wachstum. In dem Knochenmarkpunktat ist dies durch eine zunehmende Vermehrung der 
Granulopoese sowie einer Verminderung der Erythropoese und Thrombopoese zu 
beobachten.  Während der chronischen Phase sind die Zellen des malignen Klons wenig 





Später, in der Blastenkrise können myeloische Wucherungen in sämtlichen Organen gefunden 
werden. 
Die Akzelerationsphase entspricht einer Übergangsphase in die Blastenkrise, die  im 
Durchschnitt 6 -9 Monate andauert (Schiffer et al., 2003). Sie zeigt sich durch eine 
zunehmende Leukozytose im peripheren Blut mit bis zu 500 000 Leukozyten/µl. Im 
Differentialblutbild  findet man neben reifen Granulozyten eine Linksverschiebung mit 
Auftreten von Vorstufen der Granulopoese bis zum Myeloblasten. Dazu treten oftmals eine 
normozytäre normochrome Anämie, sowie eine Thrombozytopenie auf.  
Über 80% der Erkranken mit einer CML gehen in eine akute Phase über, die einer akuten 
Leukämie gleichkommt und im Durchschnitt mit dem Tod in 3-6 Monaten endet (Schiffer et 
al., 2003). Man spricht auch von einer Blastenkrise, da durch einen rapiden Anstieg  die 
Myeloblasten und Promyelozyten mehr als 30% aller kernhaltigen Zellen im peripheren Blut 
ausmachen. Hinzu kommen Fieber, ausgeprägte B -Symptomatik und durch die 
Thrombozytopenie ausgelöste Blutungen. Circa 20 bis 25% der Patienten kommen in die 
Blastenkrise, ohne zuvor eine akzelerierte Phase durchlaufen zu haben. Die konsequente 
Trennung dieser Phasen erscheint klinisch nicht immer korrekt und sinnvoll durchführbar. 
 
Die Prognose der CML hat sich durch neue Therapieverfahren deutlich gebessert. Die mittlere 
Überlebenszeit hat sich seit 1980 auf 5 - 7 Jahre verdoppelt, die 5-Jahres-Überlebensrate liegt 
bei 50% (Faderl et al., 1999). Verschiedene Faktoren wie das Alter des Patienten, der Grad 
der S plenomegalie sowie die  Anzahl der Thrombozyten oder Blasten im peripheren Blut 
fließen in  den Sokal-Index ein, der eine Einteilung und eine Prognose des  individuellen 
Patienten ermöglicht (Sokal et al., 1988). 
 
 
1.3.5  Therapieoptionen der CML 
Die Wahl der Therapie der CML muss sowohl das Alter des Patienten, die  Phase der 
Erkrankung  als auch deren Dauer  berücksichtigen. Als Chemotherapeutika stehen 
alkylierende oder antimetabolische Substanzen wie Busulfan und Hydroxyurea zur 
Verfügung. Allerdings g elten diese konventionellen Chemotherapien als rein palliativ und 
werden zur symptomatischen Behandlung der durch die myeloide Hyperplasie und 





Seit 1983 stehen verschiedene Interferone (INF) zur Verfügung, wobei die meisten Daten für 
das Interferon-a erhoben wurden. Die Interferone sind eine komplexe Gruppe von natürlich 
vorkommenden  Zytokinen, die von eukaryontischen Zellen in Antwort auf Antigen-
Antikörper-Kontakt ausgeschüttet werden. Es konnte in mehreren Studien gezeigt werden, 
dass die Überlebenszeit von CML-Patienten, die mit INF-a behandelt wurden, signifikant 
länger ist, als die, die mit Busulfan oder Hydroxyurea behandelt wurden (Kantarjian et al., 
1995; Allan et al.,1995).  Bis vor kurzem war die INF-a-Therapie Mittel der Wahl bei 
Patienten, die nicht für eine Knochenmarkstransplantation (KMT) in Frage kamen (Faderl et 
al., 1999). Dieses Medikament besitzt, besonders bei älteren Patienten, ein breites Spektrum 
an Nebenwirkungen. Allerdings ruft es  in 10  – 30 % der Patienten eine zytogenetische 
Antwort hervor  (Chronic Myeloid Leukemia Trialists`  Collaborative Group, 1997). Eine 
französische Multicenter-Studie konnte zeigen, dass die Kombination mit Ara-C (Araninosyl 
Cytosine), ein Antimetabolit, zu einem Anstieg der Überlebensrate im Gegensatz zur 
alleinigen Verabreichung von INF-a   führt (Guilhot et al., 1997). Dies konnte allerdings 
durch eine neuere Studie nicht bestätigt werden (Baccarani, 2002). 
 
Ein  grundlegend  neuer Therapieansatz wurde m it der Einführung des Abl spezifischen 
Tyrosinkinase-Inhibitors  Imatinib mesylate  (Gleevec, STI-571)  gefunden.  Imatinib  wurde 
1998 erstmals bei Patienten eingesetzt, deren Erkrankung unter der INF-a-Therapie refraktär 
war oder die INF-a nicht tolerierten (Savage, 2002). Imatinib induziert eine komplette 
hämatologische Remission in mehr als 95% der Patienten, die resistent gegenüber INF-a sind, 
sich jedoch noch in der chronischen Phase befinden. Eine zytogenetische Antwort kann in 40–
50% induziert werden  (Druker, 2001).  Die International Randomised Study of Interferon 
versus STI-571 Studie erbrachte, dass die Rate der hämatologischen und cytologischen 
Antwort unter Patienten mit einer neu diagnostizierten CML in der chronischen Phase mit 
Imatinib-Therapie wesentlich höher sind als die derjenigen, die mit INF-a kombiniert mit 
Ara-C behandelt wurden (Druker and The IRIS Study, 2002). So hatten 39% der Patienten 
innerhalb der Imatinib-Gruppe 12 Monate nach der Therapie eine Reduktion des Bcr-Abl-
Levels von mindestens drei Log-Stufen. In der Gruppe der Patienten, die mit INF-a und Ara-
C waren es hingegen nur 2% (Hughes, 2003).  Zudem ist Imatinib gut verträglich und 
verursacht wenige Nebenwirkungen.  Demgegenüber steht die rasche Entwicklung einer 
Resistenz bei  einzelnen  Patienten. Es wurden verschiedene Mechanismen  der 





Amplifikation des Bcr-Abl-Gens, die mit einer Überexpression des Onkoproteins assoziiert ist 
(Mahon et al., 2000). Häufiger jedoch zeigen sich erworbene Punktmutationen innerhalb der 
Abl-Kinase-Domäne, die über eine  veränderte Aminosäuensubstitution die Bindung von 
Imatinib in der Kinase-Tasche behindert (Branford, 2002; Hochhaus et al., 2002; Branford et 
al., 2003, Corbin, 2003).  
 
Die einzige kurative Therapie der CML ist die allogene Knochenmarkstransplantation (KMT). 
Diese kann allerdings mit  Komplikationen wie  der  graft-versus-host-disease (GVHD) und 
opportunistische Infektionen  verbunden sein.  Sie steht für 15  - 20% der Patienten zur 
Verfügung, da es oft keinen HLA-kompatiblen Spender gibt (Sawyers, 1999). Auch die Phase 
der Erkrankung und die Dauer spielen bei der Entscheidung zur KMT eine Rolle (Passweg, 
2002). Des Weiteren wird die allogene KMT nur für Patienten bis zu einem Alter von 55 
Jahren empfohlen, da die transplationsbedingte Mortalität im höheren Alter  sehr ansteigt 
(Appelbaum, 2001; Goldman, 1997). Es wird allerdings versucht, durch die Reduktion der 
Intensität der anfänglichen Therapie mit zytotoxischen Substanzen oder radioaktiver 
Bestrahlung, die KMT auch für Patienten zu ermöglichen, die sonst nicht auf Grund ihres 
Alters geeignet wären. (Giralt et al., 2001; Or et al., 2003). Einige Patienten wurden dem 
entsprechend behandelt und zeigten sowohl zytogenetische als auch molekulare Remissionen 





1.4  Die Pathogenese der CML 
1.4.1  Das Bcr-Gen  
Bcr wird in den meisten Zellen des Körpers exprimiert. Das Gen liegt auf dem Chromosom 
22 und umfasst 23 Exons, die zusammen 134 kb DNA ausmachen. Bei den meisten Patienten 
mit einer CML und ungefähr bei einem Drittel der Patienten mit einer Ph-positiven akuten 
lymphatischen Leukämie (ALL) sind die Strangbrüche innerhalb der Exons 12-16 
(ursprünglich b1-b5), die ein 5.8 kb langes DNA-Segment umfassen, lokalisiert (Deininger et 
al., 2000). Dieser DNA Abschnitt wird auch als „major breakpoint cluster region“ (M-bcr) 
bezeichnet. Weitere Strangbrüche werden auch in der „minor breakpoint cluster region“ (m-
bcr), die das Exon 2 umfasst, beschrieben. Dadurch entsteht das kleinste der Fusionsgene, aus 
dessen mRNA sich ein 190 kD  grosses Protein ableitet, das vorwiegend bei der ALL 
gefunden wird. So kann man diese Variante bei 80 % der Kinder und 50 % der Erwachsenen 
mit ALL nachweisen (Kurzrock et al., 1987). 
Es wurde n och eine weitere, die Exons 20-23 umfassende, dritte „breakpoint of cluster 
region“ (µ-bcr) identifiziert. Dadurch entsteht ein 230 kD grosses Fusionsprotein, das mit der 
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Abb. 1.4.1: Schematisches Darstellung des Bcr-Gens und die Lokalisation der Exons und 
Introns.  m-bcr bezeichnet das erste Intron, das v erschiedene Bruchstellen enthält, die man 
vorwiegend bei der CLL  (chronisch lymphatische Leukämie)  findet. Die größte Anzahl von 
Bruchstellen in der CML finden sich in der M-bcr Region. µ-bcr-Varianten treten bei der CNL auf. 
 
 





1.4.2  Das c-Abl-Gen  
Das c-Abl-Gen ist das humane Homolog des v-Abl Onkogens des Abelson murine leukemia 
(MCV) Virus, das im Mausmodell zur prä-B-Zell-Leukämie führen kann (Abelson, 1970). Es 
liegt auf der Bande q34 des Chromosoms 9 und besteht aus 11 Exons. Insgesamt umfasst es 
300 kb (Groffen et al., 1991). Exon 1 kann noch mal in Exon 1a und 1b unterteilt werden, die 
175 kb von einander getrennt liegen. Das c -Abl-Gen kodiert für eine Nichtrezeptor-
Tyrosinkinase, die von der Drosophila bis zum Menschen hoch konserviert ist (Comer et al., 
1995). Durch die Unterteilung des ersten Exons in 1a und 1b entstehen durch alternatives 
Splicing zwei Arten von c -Abl-Proteinen, die sich in 19 am N -Terminus gelegenen 
Aminosäuren unterscheiden. Das p145
c-Abl ist hauptsächlich im Kern lokalisiert.  Ob die 
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1.4.3  Die Philadelphia-Translokation  
Die CML ist molekularer Ebene die am besten untersuchte Leukämie. 1960 wurde von 
Nowell und Hungerford erstmals ein verkürztes Chromosom 22 im Zusammenhang mit einer 
granulozytären Leukämie beschrieben. Es wurde in Knochmarkzellen eines Patienten mit 
CML entdeckt (Nowell and Hungerford, 1960). Dies war das erste Mal, dass eine Assoziation 
zwischen einer neoplastischen Erkrankung und einer spezifischen chromosomalen 
Aberrationen gezeigt werden konnte (Rowley, 1990). Nach dem Ort ihrer Entdeckung wurde 
diese Veränderung Philadelphia Chromosom (Ph) genannt. Rowley konnte 1973 mit Hilfe der 
Darstellung einzelner Chromosomenabschnitten zeigen, dass es sich hierbei um eine reziproke 





einem Bruch an der Bande q11 und einer Deletion des langen Armes von Chromosom 22 
(22q-) sowie zu einer Addition diesen genetischen Materials auf den langen Arm des 
Chromosoms 9, dessen Bruchstelle sich auf der Bande q34 befindet (Rowley, 1973). Die 
Translokation verbindet Sequenzen der „breakpoint cluster region“ (Bcr) des Chromosoms 22 
mit c -Abl auf den langen Arms des Chromosoms 9. Diese Hybridgene, bzw. die daraus 
hervorgehenden Fusionsproteine umfassen einen konsistenten Anteil des Abl-Gens, jedoch 
einen variablen Anteil des Bcr-Gens.  
Im c-Abl-Gen auf dem Chromosom 9 (9q34) kann die Bruchstelle überall in einem 300 kb 
umfassenden Bereich zwischen der Region 5’ von Exon 1a und 3’ des Exon 1b liegen (Melo, 
1996). Im Bcr-Gen auf dem Chromosom 22 sind die Strangbrüche auf die umschriebenen 
„breakpoint cluster regions“ begrenzt (s. Kap. 1.2.1). Die grösste Anzahl von Strangbrüchen 
finden sich in den Introns 1, 13, 14 und 15 (Lifshitz et al.  1988). Bei den letzten drei 
genannten handelt es sich um die bereits erwähnte M -bcr-Region. Je nach genauer 
Lokalisation innerhalb der M-bcr-Region entstehen unterschiedliche Transkripte, die als b3a2 
und b2a2 mRNAs bezeichnen werden. Bei 5-10% der Patienten können durch alternative 
Splicevorgänge beide Transkriptionsprodukte nachgewiesen werden. Bei mehr als 95% der 
Patienten mit CML kann das Fusionsprotein p210
bcr-abl nachgewiesen werden, das verglichen 
mit c-Abl eine erhöhte und deregulierte Tyrosinkinasen-Aktivität aufweist (Warmuth et al., 
1999; Davis et al., 1985). Es konnte durch Experimente an Mäusen bewiesen werden, dass 
Bcr-Abl maligne transformieren und Leukämie verursachen kann (Daley et al., 1990). 
Liegt der Strangbruch innerhalb der m-bcr-Region, die das 54.4 kb lange Intron zwischen 
Exon 2’ und 2 umfasst, wird eine e1a2-Fusions-mRNA gebildet, die in das Fusionsprotein 
p190
bcr-abl translatiert wird. Dieses Protein wird hauptsächlich mit der Ph-positiven ALL 
assoziiert (Melo et al., 1994). 
Findet der Strangbruch in der µ-bcr-Region statt, so zeigt die mRNA die Variante e19a2. 
Daraus entsteht ein 230 kD  grosses Fusionsprotein, dass dem Krankheitsbild der CNL 











Abb. 1.4.3: Die Philadelphia-Translokation t(9; 22) (q34; q11) in der CML. Das Philadelphia-
Chromosom ist ein verkürztes Chromosom 22, das aus der Translokation des 3´ c-Abl Segments des 
Chromosoms 9 mit dem 5´ Bcr Segments des Chromosoms 22 entsteht. In den meisten Fällen befinden 
sich die Bruchstellen auf dem Abl-Gen im Exon a2. Auf dem Bcr-Gen wurden verschiedene 
Bruchstellen lokalisiert. Je nachdem in welchem Exon sich die Bruchstelle befindet, entstehen 
verschieden grosse Segmente von Bcr, die mit dem 3´ Sequenzen des Abl-Gens fusionieren. Daraus 
resultieren mRNAs von unterschiedlicher Grösse (e1a2, b2a2, b3a2 und e19a2), die in die jeweiligen 
Proteine (p190, p210 und p230) translatiert werden.  p190 ist mit der CLL, p210 mit der CML 




1.4.4  Das p210
Bcr-Abl-Fusionsprotein  
Die Bedeutung des Bcr-Abl-Fusionsproteins für die Induktion der CML konnte in in vitro- 
und  in-vivo-Modellen belegt werden. Es konnte gezeigt werden, dass 32D-Zellen, die 
normalerweise nur in Gegenwart von Wachstumsfaktoren überlebensfähig sind, durch 
Transfektion mit einem Bcr-Abl-kodierten Plasmid zur faktorunabhängigen Proliferation 
fähig sind (Daley and Baltimore, 1988). In Mäusen kann man durch Infektion von 
Knochenmarkszellen mit Bcr-Abl eine CML-ähnliche Erkrankung induzieren (Daley et al. 
1990).  
Im Gegensatz zu c -Abl findet man in Bcr-Abl eine deregulierte, dauerhaft aktivierte 
Tyrosinkinasen-Aktivität, so dass man  annimmt, dass das onkogene Potential des 
Fusionsproteins strukturell vom B cr-Teil ausgeht. Man findet  außerdem eine veränderte 













lokalisiert ist, findet man das Bcr-Abl-Protein fast ausschließlich im Zytoplasma, wo es unter 













Abb. 1.4.4:  Die molekulare Struktur des p210




Die ersten 63 Aminosäuren von Bcr, die das „coiled-coil“-Motiv enthalten, sind in der Lage, 
die Tetramerisierung von Proteinen zu induzieren (McWhirter et al., 1993). Dies ist sowohl 
für die Aktivierung der Tyrosinkinase als auch für die Aktivierung der Aktin-Bindungsstelle 
von Abl notwendig. An der Position 177 befindet sich die Aminosäure Tyrosin, die durch Abl 
autophosphoryliert wird und somit mit der SH2-Domäne des Ras-aktivierenden 
Adapterproteins Grb2 interagieren kann. Damit wird die Ras-Aktivierungskaskade (siehe 
1.2.5) in Gang gesetzt. Die als A-/B- Box bezeichnete SH2-Bindungsdomäne ist in der Lage, 
verschiedene Signalproteine, unter anderem auch c-Abl zu binden (Pentergast et al., 1991). 
Inwiefern die darauffolgende Dbl-Homologiedomäne eine Rolle bei dem veränderten 
Verhalten Bcr-Abl positiven Zellen spielt, ist unklar (Warmuth et al., 1999).  
Die SH3-Domäne von Bcr-Abl fungiert als Adapterregion, die prolinreiche Motive (P-X-X-P) 
zu binden vermag (Pawson, 1995). Die Bedeutung dieser Domäne in der Pathogenese der 
CML ist jedoch unklar. Drei Regionen im Abl-Teil des Fusionsproteins sind für die 
Transformation notwendig: die SH2-Domäne, die SH1-Domäne und die Aktin-bindende 























über phosphorylierte Tyrosinreste gebunden werden können (Songyang et al., 1993). Die 
SH1-Domäne ist für die Phosphorylierung einer Reihe von Tyrosinen innerhalb des 
Fusionsproteins und die einer grossen Anzahl von zellulären Adapter- und Signalproteinen 
verantwortlich (Pentergast et al., 1993; Laneuville, 1995). Die Kinase-Domäne setzt sich aus 
zwei Untereinheiten, dem „N-Lobe“ und dem „C-Lobe“ zusammen. Zwischen diesen beiden 
Untereinheiten eingebettet findet man das katalytische Zentrum. Die katalytische Schleife (A-
Loop) ist Teil des C-Lobes und beinhaltet an Position 1294 ein autoregulatives Tyrosin. Den 
C-Terminus bildet eine Aktin-bindende Region. Die Deletion dieser Region von Bcr-Abl 
zeigt eine signifikante Verminderung der Transformationsfähigkeit des Fusionsproteins in 
Fibroblasten und hämatopoetischen Zellinien (McWhirter et al., 1993; Renshaw et al., 1995). 





1.5  Ziele der Arbeit 
Das wesentliche Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Systems zur Selektion von 
niedermolekularen Kinase-Inhibitoren. Als Modell wurde dazu die Interaktion der Src-Kinase 
Hck mit dem Src-Kinase-Inhibitor PP1 untersucht. 
Folgende Untersuchungen sollten dazu durchgefühlt werden: 
 
1.  Identifizierung der für die Bindung von PP1 relevanten Aminosäuren im aktiven 
Zentrum von Hck.  
2.  Gezielte Mutation der relevanten Aminosäuren zur Entwicklung Inhibitor-resistenter 
Varianten von Hck. 
3.  Biochemische Testung der Funktionalität der Inhibitor-resistenten Hck Varianten. 
4.  Evaluierung der Bedeutung von  Inhibitor-resistenten Mutanten für Selektion und 
Validierung niedermolekularer Inhibitoren. 
 





2.  Material und Methoden 
2.1  Material 
2.1.1  Zellinie 
Cos 7- Zellen (COS = CV1 Origin SV40 ): 
Gewonnen durch Transformation der Affenzellinie CV-1 mit einer replikationsdefekten 
Mutante des Affenvirus SV-40 Virus (Gluzman Y., 1981) (Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig). 
 
 
2.1.2  Bakterienstämme 
XL-1 Blue, Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac (F’ proAB 
lacqZM15 Tn10 Tetr) (Stratagene, Heidelberg) 
 
 
2.1.3  Allgemeines Labormaterial 
a) Material und Geräte 
-  Aluminiumfolie M (Roth, Karlsruhe) 
-  Bakterieninkubator (Heraeus, Hanau) 
-  Bakterienschüttler (New Brunswick Scientific, Nürtingen) 
-  Dampfsterilisator Varioklav 400 (H+P Labortechnik, Oberschleißheim) 
-  Drygalski-Spartel (Schott, Germany) 
-  Glasgefäße (Bechergläser, Kolben, Standzylinder, Messgefäße) (Schott, Germany) 
-  Heizblock (Techne, Cambridge GB) 
-  Impfösen (Sarstedt, Nürmbrecht) 
-  Leukosilk
￿  (Beiersdorf AG, Hamburg) 
-  Oak Ridge-Zenrifugenröhrchen (PSF) (Nalge Company, Rochester, USA) 
-  Parafilm M
￿ (American National Can, Greenwich USA) 





-  Pipetten (Gilson, Langenfeld) 
-  Pipettenspitzen, (Sarstedt, Nümbrecht) 
-  Pipetus
￿-akku (Hirschmann, Eberstadt) 
-  Power-Supplies (Bio-Rad, München) 
-  Probenröhrchen mit Stehrand 50 ml (Greiner, Frickenhausen) 
-  Reaktionsgefäße 1,5 ml und 2 ml (Eppendorf, Hamburg) 
-  Reinstwasseranlage (USF, Ransbach Baumbach) 
-  Schüttler (Bühler, Tübingen) 
-  Skalpell (Feather, YPN) 
-  Vortex (Heidolph, Kelheim) 
-  Waage (Sartorius, Göttingen) 
-  Wasserbad (Köttermann, Hänigsen) 
-  Zentrifugen (Eppendorf, Hamburg) und (Sigma, Osterode) 
-  Zentrifugenröhrchen 15ml und 50 ml (Falcon, /Becton Dickinson, Heidelberg) 
 
b) Chemikalien 
-  Aqua ad iniectabilia (Pharmacia GmbH, Erlangen) 
-  Bromphenolblau (Sigma, St. Louis, USA) 
-  Ethanol 100% (Baker, Deventer, NL) 
-  Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) (Sigma, St. Louis, USA) 
-  Glucose (Merck, Darmstadt) 
-  Glycerol (Sigma, St. Louis, USA) 
-  Methanol (Merck, Darmstadt) 
-  Natriumchlorid (Merck, Darmstadt) 
-  Natriumhydroxid (Apotheke des Klinikum Grosshaderns, München) 
-  Phosphat-gepufferte Saline (PBS) (Gibco, Eggenstein) 
-  PCR-Primer (Metabion, Martinsried) 
-  PP1 (Alexis Biochemicals, San Diego, USA) 
-  Salzsäure (Apotheke des Klinikum Grosshaderns, München) 
-  Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Apotheke des Klinikum Grosshaderns, München) 
 
 





2.1.4  Material für DNA-Arbeit 
a) Material und Geräte  
-  Elekophoresekammer Wide Mini Sub
TM Cell und Zubehör (Bio-Rad, München) 
-  Gene-Quant (Pharmacia Biotech, Cambride, GB) 
-  Inkubator B 6200 (37°C, ohne Begasung) (Heraeus, Hanau) 
-  PCR Maschine (Perkin Elmer, Norwalk, USA) 
-  Petrischalen (Falcon/Becton Dickinson, Heidelberg) 
-  Polaroid MP-4 Land Camera und Filmkassetten (Polaroid, Cambridge, USA) 
-  Präzisionsküvetten (Pharmacia Biotech, Cambride, GB) 
-  Reaktionsgefäße (Eppendorf, Hamburg) 
-  UV-Transilluminator, 302 nm (Bachhofer, Reutlingen) 
 
b) Chemikalien 
-  Agar (Gibco, Eggenstein) 
-  Agarose (Serva, Heidelberg) 
-  Ampicillin (Sigma, St. Louis, USA) 
-  ß-Mercaptoethanol (Merk, Darmstadt) 
-  Calf intestinal phosphatase (CIP) und 10x CIP-Puffer (Promega, Madison, USA) 
-  dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Promega, Madison, USA) 
-  DNA Präparationskitts (Qiagen, Hilden) 
-  Ethidiumbromid (Sigma, St. Louis, USA) 
-  Geneclean II Kit (Boi 101, Carlsbad, USA) 
-  GeneRuler
TM DNA Ladder Mix (Boehringer, Mannheim) 
-  Glucose (Sigma, St. Louis, USA) 
-  Hefeextrakt (Gibco, Eggenstein) 
-  Inkubationspuffer für Restriktionsenzyme: Puffer A,B (Boehringer, Mannheim) 
-  Isopropanol (Merck, Darmstadt) 
-  Luria Agar (Gibco, Eggenstein) 
-  Luria Broth Base (Gibco, Eggenstein) 
-  Magnesiumchlorid (MgCl2) (Merck, Darmstadt) 
-  Magnesiumsulfat (MgSO4) (Merck, Darmstadt)  
-  Oligonukleotide (MWG Biotech, Ebersberg) 





-  Pfu-Polymerase und 10x Puffer für Pfu-Polymerase (Promega, Madison, USA) 
-  Restriktionsendonukleasen: Eco R1, Hind III, (Boehringer, Mannheim) 
-  50x TAE-Puffer (Apotheke des Klinikum Grosshaderns, München) 
-  T4-DNA-Ligase und 10x Ligasepuffer (Boehringer, Mannheim) 
-  Trypton (Gibco, Eggenstein) 
 
c) cDNA 
-  Hck (Ziegler et al., 1987) (American Type Culture Collection, Rockville, USA) 
 
d) Plasmide 
-  pApuro: Expressionsvektor für Säugetierzellen  (Dr. Seth Corey, Pittsburgh, USA) 
(Takata et al., 1994) 
-  pUC NX Hck wt: Expressionsvektor für Hck wt  (M. Warmuth, GSF, München) 
       
e) Primer 
Primerkarte (zur besseren Übersicht wurden nicht alle verwendeten Primer eingezeichnet, die 
genaue Sequenz ist der Auflistung zu entnehmen) 
 
                                              
  
   839                                                                M314                                           V323       L325 
5`-tcg gtg  gag gcc  ttc  gtc gca gag gcc aac gtg atg aaa act ctg cag cat gac aag ctg gtc aaa ctt cat gcg gtg  gtc 
3`-agc cac ctc  cgg aag cag cgt ctc cgg  ttg  cac  tac  ttt tga gac gtc gta ctg  ttc  gac cag ttt gaa gta cgc cac cag 
 
         anti-sense primer M314                    anti-sense primer V323 
 
                                   I336       T338    sense primer T338 
acc aag gag ccc atc tac atc atc acg gag ttc atg gcc aaa gga agc ttg ctg  gac ttt  ctg aaa agt gat gag ggc agc aag 
tgg  ttc  ctc ggg tag atg tag tag tgc ctc aag tac cgg  ttt  cct  tcg aac gac ctg aaa gac ttt  tca cta  ctc ccg  tcg  ttc 
                             
anti-sense primer T338 
 
cag cca ttg cca aaa ctc att  gac ttc  tca gcc cag att  gca gaa ggc atg  gcc ttc  atc gag cag agg aac tac atc  cac cga 
gtc ggt aac ggt  ttt gag taa ctg aag agt cgg gtc  taa cgt  ctt  ccg  tac cgg aag tag ctc  gtc  tcc  ttg  atg tag gtg  gct  
                                                                                       
                                                 sense primer A403 
                                                                                                           A403                                             1101 
gac ctc  cga gct  gcc aac atc  ttg  gtc  tct gca tcc ctg  gtg tgt aag att   gct  gac ttt  ggc ctg  gcc  cgg gtc att – 3` 
ctg gag gct  cga cgg  ttg  tag aac cag tgt gct agg gac ctc  tct  ttc  taa cga ctg aaa ccg  gac cgg gcc cag taa– 5`  
                            
                                  anti-sense primer A403 
 
 






Mutante M314T:    5`-gaggccaacgtgacgaaaactctg-3`      (sense)      
  5`- tgcgacgaaggcctccaccga -3`      (anti-sense)     
Mutante M314F:    5`-gaggcaacgtgttcaaaactctgcag-3`     (sense)       
  5`- tgcgacgaaggcctccaccga -3`    (anti-sense)        
 
Mutante V323F:  5`-atgacaagctgttcaaacttcatg-3`       (sense)      
      5`-gctgcagagttttcatcacgtt -3`    (anti-sense)      
 
Mutante L325F:     5`-agctggtcaaatttcatgcggtg-3`   (sense)       
      5`- tgtcatgctgcagcgtttcatca -3`  (anti-sense)      
 
Mutante I336T:  5´-gcccatctacaccatcacggagt-3`  (sense)      
      5`- ccttggtctggtggcgtacttc -3`   (anti-sense)       
Mutante I336F:  5`- agcccatctacttcatcacggagt-3`  (sense)       
      5`- ccttggtctggtggcgtacttc -3`   (anti-sense)  
 
Mutante T338L:  5`-atctacatcatcacggagttcatg-3`  (sense)   
      5`- gggctccttggtgaccaccg -3`   (anti-sense)  
Mutante T338A:   5`-atctacatcatcgcggagttcatg-3`  (sense)  
      5`- gggctccttggtgaccaccg -3`   (anti-sense)   
Mutante T338M:  5`-atctacatcatcatggagttcatg-3`  (sense)   
      5`- gggctccttggtgaccaccg -3`   (anti-sense)   
Mutante T338Q:  5`-atctacatcatccaggagttcatg-3`  (sense)    
      5`- gggctccttggtgaccaccg -3`   (anti-sense)   
Mutante T338F:  5`-atctacatcatcttcgagttcatg-3`   (sense)    
      5`- gggctccttggtgaccaccg -3`   (anti-sense)   
 
Mutante A403S:   5`-gtgtgtaagatttctgactttggc-3`   (sense)  
      5`- cagggatcgtgtgacaacga -3´   (anti-sense)  
Mutante A403C:  5`-gtgtgtaagatttgtgactttggc-3`    (sense)  
      5`- cagggatcgtgtgacaacga -3´   (anti-sense)  
Mutante A403T:  5`-gtgtgtaagattactgactttggc-3`  (sense)  





Mutante A403V:  5`-gtgtgtaagattgttgactttggc-3`    (sense)   
      5`- cagggatcgtgtgacaacga -3´   (anti-sense)  
Mutante A403L:  5`-gtgtgtaagattcttgactttggc-3`   (sense)  
      5`- cagggatcgtgtgacaacga -3´   (anti-sense)  
Mutante A403I:  5`-gtgtgtaagattattgactttggc-3`   (sense)  
      5`-cagggatcgtgtgacaacga-3´    (anti-sense)   
 









2.1.5  Material für Zellkultur, Transfektion und Zellyse 
a) Material und Geräte  
-  Einmalpipetten steril (Costar, New York, USA) 
-  Inkubator (WTB, Tuttlingen) 
-  Kulturflaschen (Falcon/ Becton Dickinson, Heidelberg) 
-  Mikroskope (Zeiss, Oberkochen) 
-  Neubauer-Zählkammern (Brand, Wertheim) 
-  Zentrifugenröhrchen (Sarstedt, Nümbrecht) 
-  Sterilbänke (BDK, Sonnenbühl) 
-  Sterilfilter (Gelman Sciences, Ann Arbor USA) 
-  Zentrifuge 4K-1 (Sigma-Zentrifugen, Osterode/Harz) 
 
b) Medien, Puffer und sonstige Chemikalien 
-  Aprotinin (Sigma, St. Louis, USA) 
-  Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (MEM) (Biochrom, Berlin) 
-  Dimethylsulfoxid (Sigma, St.Louis USA) 
-  Effectene Transfection Kit (Qiagen, Hilden) 
-  Fötales Kälberserum (FKS) (Gibco, Eggenstein) 
-  Leupeptin (Sigma, St.Louis USA) 
-  Natriumorthovanadat (NaVO4) (Sigma, St.Louis USA) 
-  Natriumfluorid (Merck, Darmstadt) 
-  NP 40 (Sigma, St.Louis USA) 
-  PBS (PAN, Aidenbach) 
-  Penicillin-Streptomycin (Gibco, Eggenstein) 
-  Phenylmethansulfonsäurefluorid (PMSF) (Sigma, St.Louis USA) 
-  RPMI 1640 Medium (PAN, Aidenbach) 
-  Trypanblau 0,5% (Serva, Heidelberg) 
-  Trypsin-EDTA-Solution (Gibco, Eggenstein) 
 
 





2.1.6  Material für Proteinarbeit 
a) Material und Geräte  
-  Beschichtetes Papier (Schleicher & Schüll, Dassel) 
-  Blotting Papier (Schleicher & Schüll, Dassel) 
-  ECL- Hyperfilm
® (Amersham, Braunschweig) 
-  Entwickler (Agfa-Gevaert, Leverkusen) 
-  Folioplast (Hartmann, Heidenheim) 
-  Gelelektrophorese-Systeme Protean
® und Zubehör (Bio-Rad, München)  
-  Geltransferkammer (Bio-Rad, München) 
-  Verpackungsfolie Dow Saran (The Dow Chemical Company, USA) 
 
b) Chemikalien 
-  Acrylamid (Serva, Heidelberg) 
-  Ammoniumpersulfat (APS) (Bio-Rad, München) 
-  Broad-Range-Marker (Bio-Rad, München) 
-  ECL
￿ Detektions-System (Amersham, Braunschweig) 
-  Glycin (Bio-Rad, München) 
-  Magermilchpulver (Merck, Darmstadt) 
-  N-Tetramethylethylendiamid (TEMED) (Bio-Rad, München) 
-  SDS (Bio-Rad, München) 
 
c) Antikörper 
-  a-Hck (N-30):   polyklonaler Kaninichen-AK der Klasse IgG (Santa Cruz 
Biotechnology, USA) 
-  a-Phosphotyrosin (PY-99): monoclonaler Maus-AK der Klasse IgG (Santa Cruz 
Biotechnology, USA) 





2.2  Methoden 
2.2.1  Amplifikation der DNA 
a) Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) 
Standard PCR-Ansatz: 
Template-DNA (1:2000)  1 µl 
Primer sense (100 pmol)  0,5 µl 
Primer anti-sense (100 pmol)  0,5 µl 
dNTPs (2mM)  5 µl 
10x Pfu-Puffer  5 µl 
Pfu-Polymerase  0,5 µl 
reinst H2O  37,5 µl 
 
Es wurden  durch die Firma Metabion  Primer hergestellt, die die entsprechende Mutation 
enthielten. Als Template-DNA wurde pUC NX Hck wt verwendet und die jeweilige mutierte 
Nukleotidsequenz mittels PCR eingebaut. Hierfür wurde der sense und der anti-sense Primer 
von dem jeweiligen Bereich gewählt. Als Polymerase zur Amplifikation wurde Pfu-
Polymerase eingesetzt. Die Temperatur, unter der die PCR ablief, wurde abhängig von dem 
Mittelmass  der Schmelztemperaturen der jeweiligen  sense  Primer  und anti-sense Primer 
gewählt. 
 
b) Weiterbehandlung der neugewonnenen DNA 
Die durch PCR gewonnene DNA wurde elektophoretisch wie im Kapitel 2.2.3b dargestellt, 
aufgetrennt und das aus dem Agarosegel isolierte Fragment durch das in Kapitel 2.2.3a 
beschriebene Verfahren gereinigt. Anschliessend wurde das Segment in pUC NX Hck wt 
ligiert und in Bakterien transformiert. Die als Template in die PCR-Reaktionen eingesetzten 
DNAs, sowie neu klonierte Fragmente wurden durch Sequenzierung durch die Firma 









2.2.2  Arbeiten mit Bakterien 
a) Kultivierung von Bakterien 
LB–Ampicillin-Medium (Ampicillinkonzentration 50 µg/ml): 
Luria Broth Base  25 g 
dH2O  1000 ml 
Ampicillin-Lösung (10 mg/ml)  5 ml 
LB–Ampicillin-Agarplatten (Ampicillinkonzentration 50 µg/ml): 
Luria Agar  18,5 g 
dH2O  500 ml 
Ampicillin-Lösung (10 mg/ml)  2,5 ml 
 
Zur Herstellung der Platten wurde das autoklavierte Medium nach dem Abkühlen auf 55°C in 




Dazu wurden die Bakterien aus einer Flüssigkultur mit einem Drygalski-Spatel auf sterile 




Mittels einer sterilen Impföse wurden Einzelkolonien von Plattenkulturen abgehoben, in 
LB/Amp-Medium übertragen und über Nacht bei 200 rpm und 37 °C inkubiert. Aus diesen 
Kulturen wurde dann die Plasmid-DNA isoliert. 
 
d) Transformation  
SOC-Medium: 
Trypton  10 g 
Hefeextrakt  2,5 g 
NaCl  0,25 g 
dH20  485 ml 
autoklavieren 





1 M MgSO4  5 ml 
2 M Glucose  5 ml 
sterilfiltrieren 
 
Für jede Transformation wurden 50 µl kompetenter E. coli XL1 blue Zellen auf Eis aufgetaut. 
Die zu transformierende DNA sowie 1 µl ß-Mercaptoethanol wurden zugegeben (von einer 
Ligation 5 µl, bei gereinigter DNA 1 µl). Nachdem die Lösung aufgeschüttelt und der Ansatz 
für 30 min auf Eis inkubiert wurde, wurde im Wasserbad der Hitzeschock bei 42 °C für 45 
Sekunden durchgeführt. Danach wurden die Bakterien sofort für 2 Minuten auf Eis abgekühlt. 
Anschließend wurden 400 µl SOC-Medium dazu gegeben und für eine Stunde bei 37 °C und 
200 rpm geschüttelt. Etwa 100 µl dieser Kultur wurden dann auf LB/Amp-Platten 
ausgestrichen. Die Platten wurden bei 37 °C über Nacht inkubiert. 
 
 
2.2.3  Präparation und Analyse von DNA 
a) Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien 
Die Plasmid-DNA wurde aus Bakterien über Anionenaustauschersäulen isoliert. Es wurden 
Präparationen im "Mini"- und "Maxi"- Maßstab mit den Präparationskits und nach den 
Standardprotokollen von Qiagen durchgeführt. Für die Präparation im "Mini"-Maßstab 
wurden 3 ml, für die im "Maxi"-Maßstab 100 ml einer Übernachtkultur verwendet.  
 
b) Elektrophoretische Auftrennung und Reinigung von DNA 
Die DNA wurde in einem Agarosegel elektrophoretisch auftrennt. Dazu wurde die Agarose in 
der gewünschten Konzentration mit 1x TAE Puffer aufgeschlämmt, im Mikrowellenherd 
aufgekocht und gelöst. Nach dem Abkühlen auf 60 °C wurde die Lösung mit 0,5 g/ml 
Ethidiumbromid versetzt. Das Agarosegel wurde in einen Gelträger gegossen, mit einem 
entsprechenden Kamm bestückt und nach dem Erstarren in die entsprechende Gelapparatur 
eingesetzt. Die DNA-Proben wurden mit 0,2 Volumen Auftragspuffer versetzt und die 
Elektrophorese in TAE-Puffer mit 100 V durchgeführt. Die DNA wurde anschließend durch 
die UV-Absorption des Ethidiumbromids sichtbar gemacht. Durch parallel aufgetragene 
Größenmarker war eine Abschätzung der Länge der DNA-Fragmente möglich. 
 





c) Isolierung von DNA aus Agarosegelen 
Zur Isolierung und Aufreinigung von DNA oder einzelnen DNA-Fragmenten aus den 
Agarosegelen wurden der Geneclean Kit verwendet. Die zuvor mit dem Skalpell 
ausgeschnittenen Gelstücke wurden hierzu mit 400 µl Glasmilch-Puffer gemischt und bei 50 
°C geschmolzen. Dann wurde die Suspension durch eine Reinigungssäule zentrifugiert. Die 
glasmilchgebundene DNA wurde einmal durch Zentrifugation mit 500 µl Waschpuffer 
gewaschen und abschließend mit 50 µl ultrafiltrierten Wasser aufgenommen. 
 
d) Umklonierung von DNA-Fragmenten 
Zur Umklonierung von DNA-Fragmenten von dem pUC NX Vektor in den pApuro Vektor 
wurde ein Verdau mit Eco R1 verwendet. Alle Verdaus wurden unter denen vom Hersteller 
empfohlenen Pufferbedingungen und Temperaturen durchgeführt. Für diesen präparativen 
Verdau wurden 15 µl der DNA mit 40 U des Enzyms bei einem Gesamtvolumen von 40 µl 
eingesetzt. Dieser Ansatz wurde für eine Stunde bei einer Temperatur von 37°C inkubiert. 
Anschliessend wurde die bereits erwähnten Verfahren zur elektrophoretischen Auftrennung 
und Reinigung von DNA angewandt. Das gewünschte Segment wurde nun in den pApuro 
Vektor eingebaut. Die Ligation wurde mit 10 U Ligase in einem Gesamtvolumen von 40 µl 
im Ligase-Puffer durchgeführt. Die Reaktion erfolgte über mindestens 4 Stunden bei 
Raumtemperatur. A nschließend wurden 2 µl des Ligationsansatzes direkt in kompetente 
Bakterien transformiert.  
 
e) Enzymatische Reaktionen an DNA 
Um den richtig gerichteten Einbau des DNA-Fragments mit der Mutation in den pApuro 
Vektor zu überprüfen, wurde dieser mit der Restriktionsendonukleasen Hind III verdaut. Für 
den analytischen Verdau wurden hierbei 4 µg DNA mit 30 U Enzym eingesetzt. Die Spaltung 
erfolgte über eine Stunde bei einer  vorgegebenen Temperatur von 37°C in 10 µl 
Gesamtvolumen. Die Kontrolle der Spaltung erfolgte durch Agarosegelelektrophorese. Bei 
dem richtigen gerichteten Einbau konnten Fragmente der Grösse 5550 kB, 575 kB sowie 
300kB identifiziert werden. Die Fragmentgrössen bei dem falsch gerichteten Einbau beliefen 
sich auf 5175 kB, 950 kB und 300 kB.  
 
 





2.2.4  Zellkultur der Cos7-Zellen 
Kulturmedium: 
DMEM  4,5 g/l Glucose 
FCS  10 % 
 
Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Alle zwei bis drei Tage wurden die 
Zellen 1:5 mit frischem Medium verdünnt. Dazu wurden die adhärent wachsenden Zellen 
zunächst durch eine kurze Inkubation mit Trypsin abgelöst. Diese Suspension wurde dann in 
etwas Medium aufgenommen und abzentrifugiert. Danach wurde in einer neuen Kulturflasche 
etwas Medium vorgelegt und die ebenfalls mit frischem Medium resuspendierten Zellen 




2.2.5  Transfektion der Zellen und Inkubation mit PP1 
a) Transfektion 
Transfektionsmedium: 
DMEM  1,0 g/l Glucose 
FCS  10 % 
Penicillin-Streptomycin    1 % 
 
Die Cos7-Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in dem Kulturmedium so ausgesät, 
dass die jeweiligen Kulturflaschen am darauffolgenden Tag zu ca. 60% konfluent waren. Das 
alte Medium wurde vor der Transfektion abgenommen und verworfen. Die Transfektion 
wurde gemäss der Anleitung des Effectene Transfection Kits von Qiagen durchgeführt. 
Hierzu wurden die angegebene DNA Menge mit dem EC-Puffer und den Enhancer umgesetzt, 
kurz rotiert und für 2 -5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde das Effectene 
Transfektionsreagenz dazugegeben, 10 sec rotiert und für weitere 5-10 min inkubiert. Das 
Gemisch  wurde dann zum dem in einzelnen Reaktionsgefässen vorgelegten 
Transfektionsmedium gegeben und gut vermischt, bevor es langsam den Zellen zugeführt 
wurde. 24 Stunden später wurde das alte Medium abgenommen und verworfen. Die adhärent 





wieder für weitere 24 Stunden in frischen Transfektionsmedium ausgesät bis die Zellen lysiert 
wurden. 
 
b) Inkubation mit PP1 
Hierfür wurde das alte Medium am dritten Tag der Transfektion 4 Stunden vor der Lyse 
bereits abgenommen. PP1 wurde in der  zu untersuchenden Konzentration in zuvor 
vorgelegtes Transfektionsmedium gegeben, das wiederum langsam den Zellen zugeführt 




2.2.6  Lyse der Zellen 
Lysispuffer: 
NP 40  0,5 % 
EDTA  1 mM 
Tris-Cl pH 7,4  50 mM 
Natriumfluorid  1 mM 
NaCl  150 mM 
Glycerin  15 % 
 
Zusätzlich pro Milliliter Lysispuffer: 
PMSF  10 µl 
NaVO4  10 µl 
Aprotinin  5 µl 
Leupeptin  2 µl 
 
Das Zellpellet wurde mit 250µl eisgekühlten Lysispuffers aufgenommen. Das erste 
Durchmischen erfolgte durch zweimaliges auf- und abpipettieren. Danach wurden die Proben 
25 min auf Eis inkubiert wobei alle 5 min eine Kurzrotation stattfand. Schließlich wurde das 
Lysat durch Abzentrifugieren für 15 min bei 4 °C und 14000 rpm von unlöslichen Anteilen 
wie größeren Membranteilen und nukleären Bestandteilen getrennt. In dem klaren Lysat 
sollten sich jetzt nur noch die zytosolischen und membranären Zellproteine befinden. Das 





2.2.7  Westernblot 
a) Bestimmung der Proteinkonzentration 
Zur Bestimmung des Proteingehaltes der Lysate wurde ein Proteinassay durchgeführt. Dazu 
wurde eine Standardkurve nach dem Protokoll von Bio-Rad erstellt und Verdünnungen der 
Lysate mit dem Farbreagenz vermischt. Der Proteingehalt wurde dann nach photometrischer 
Messung der Blaufärbung bei 595 nm bestimmt. Für Westernblots wurden pro Ansatz 100 µg 
Gesamtprotein verwendet. 
 
b) Herstellung der SDS-Polyacyl-Gele 
Trenngel 8 % : 
Acrylamid (40 %)  2 ml 
4xTris-Cl/SDS pH 8,8  2,5 ml 
dd H2O  5,5 ml 
TEMED  13 µl 
APS 10%  33,3 µl 
 
Ladegel 8% : 
Acrylamid. (40 %)  480 µl 
4xTris-Cl/SDS pH 6,8  1,25 ml 
dd H2O  3,3 ml 
TEMED  5 µl 
APS 10%  25 µl 
 
Zwei Glasplatten (für 8 x 10 cm grosse Gele) wurden mit 70 % Ethanol gereinigt und mit 
Spacern und Klammern versehen im Gelständer fixiert. Die Reagenzien wurden in der oben 
angegebenen Reihenfolge blasenfrei vermischt und vorsichtig zwischen die zwei fast 
waagerecht gehaltenen Glasplatten laufen gelassen. Der Zwischenraum wurde bis etwa 2 cm 
unter den Rand der kleineren Platte gefüllt. Schließlich wurde alles auf dieselbe Weise mit 
etwas Wasser  überschichtet und für eine Stunde zum Polymerisieren stehen gelassen. Die 
Wasserschicht über dem auspolymerisierten Trenngel wurde abgegossen. Nach zweimaligen 
ausspülen mit Wasser wurde der Zwischenraum bis zur Oberkante der kleineren Glasplatte 
blasenfrei mit dem Ladegel gefüllt. Dann wurde ein vorher mit 70 % Ethanol gereinigter 





entfernt, die Taschen mit Elektrophorese-Puffer ausgespült und das Gel in der 
Elektrophoresekammer befestigt. 
 
c) Laden und Starten des Gels 
2x Probenpuffer: 
4x Tris-Cl/SDS pH 6,8  12,5 ml 
SDS 10%  20 ml 
b-ME  2 ml 
Glycerin  20 ml 
Bromphenolblau  1 mg 
dd H2O  45,5 ml 
 
5x Elektrophoresepuffer: 
Tris  15,1 g 
Glycin  72 g 
SDS  5 g 
dd H2O  ad. 1000 ml 
 
Die Lysate wurden 1:1 mit Probenpuffer versetzt und zur vollständigen Reduktion für 5 min 
auf 100 °C erhitzt. Parallel wurde immer eine Bahn mit 5 µl Proteinmarker beladen. Der 
Gellauf erfolgte bei 120 V. Sobald die blaue Farbmarker-Bande am unteren Rand der 
Glasplatte angelangt war, wurde der Gellauf beendet. Das Sammelgel wurde am Ende 
abgeschnitten. 
 
d) Transfer  
Transferpuffer: 
Tris  24,22 g 
Glycin  115,3 g 
Methanol  1600 ml 
dd H2O  ad. 8000 ml 
 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diese auf eine Nitrocellulose-





Gels zugeschnitten, kurz in dd H2O eingelegt und dann in Transferpuffer gelagert. Ebenso 
wurden zwei Schwämme und zwei Whatman-Papierstücke von der Größe des Gels in 
Transferpuffer eingeweicht. In einer Transferkassette wurden die Komponenten in folgender 
Reihenfolge blasenfrei aufeinandergelegt: Schwamm, Whatman, Gel, Nitrocellulose, 
Whatman, Schwamm. Die Kassette wurde geschlossen und in der mit Puffer gefüllten 
Transferkammer so befestigt, dass die Membran auf der Seite der Anode war. Der Transfer 
lief unter Rühren bei 4 °C im Kühlraum und 100 V für eine Stunde. 
 
e) Blocken der Membran 
Blocking-Solution: 
Milchpulver  1 g 
1x TBS  ad. 40 ml 
 
Nach der Transferlaufzeit wurde die Membran aus der Kammer genommen und bei 
Raumtemperatur für 2 Stunden in einer Plastikschale mit Blocking-Solution g eschüttelt. 
Danach wurde sie einmal mit 1x TBS gespült und einmal für 5 min in 1x TBS geschüttelt, um 
überschüssige Blocking-Solution wegzuwaschen. 
 
f) Antikörper-Inkubation 
Der primären Antikörper wurden in einer 1:1000 Verdünnung, die sekundären Antikörper in 
1:200 Verdünnungen jeweils in Blocking-Solution eingesetzt. Die Inkubation des ersten 
Antikörpers erfolgte für mindestens 2 Stunden in einer Plastikschale mit 10 ml der 
Antikörperlösung. Danach wurde die Membran fünf mal 5 min mit TBS gewaschen, bevor der 
zweite Antikörper ebenfalls in dem Plastikschalen für 40 min inkubiert wurde. Die Detektion 
der Proteine erfolgte nach erneutem viermaligem Waschen für jeweils 5 min. 
 
g) Detektion der Proteine 
Die Detektion der Proteine erfolgte mittels Chemilumineszenz. Die beiden ECL-Lösungen 
wurden 1:1 gemischt. Die Membran wurde mit einem Papiertuch gut getrocknet und in einer 
Plastikschale mit der Detektionslösung übergossen. Nach einer Minute wurde der Blot 
entnommen, auf einem Papiertuch getrocknet und mit der Proteinseite nach oben auf ein mit 
Kunststoff beschichtetes Papier gelegt. Das Ganze wurde mit einer Frischhaltefolie blasenfrei 
abgedeckt und in einer Filmkassette für 2-60 Sekunden mit einem Film exponiert. Nach der 





3.  Ergebnisse 
3.1  PP1 inhibiert den Hck Wildtyp mit einer Konzentration von 
50µmol/l 
Zuerst wurde untersucht, mit welcher Konzentration von PP1 eine Reduktion der 
Phosphorylierung erzielt werden konnte. Dafür wurde der Hck Wildtyp (wt) in Cos7-Zellen 
exprimiert, die wiederum vor der Lyse für 4 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen 
von PP1 inkubiert wurden. Dieses Titrationsexperiment identifizierte 50 µmol/l als maximal 
inhibitorische Konzentration für diese Substanz. Mit dieser Konzentration wurden darauf hin 
alle weiteren Experimente durchgeführt. Auf die Untersuchung von wesentlich höheren 




Abb. 3.1.1: Titrationsexperiment zur Bestimmung der inhibitorischen Konzentration von PP1. 





































































































































































































































3.2  Untersuchung der Hck Taschen-Mutanten auf Kinase-Aktivität 
und Inhibitor-Resistenz gegenüber PP1 
3.2.1  Die Mutation zu Phenylalanin an den Positionen L325 oder I336 zeigt 
Hck wt Kinase-Aktivität 
Grundlage für die experimentell-genetische Untersuchung der Bindung von PP1 an Hck war 
die von Schindler und Kollegen publizierte Kristallstruktur der isolierten Kinase-Domäne von 
Hck im Komplex mit PP1 (Schindler et al., 1999). Es wurde angenommen, dass PP1 in die 
ATP-Bindungsstelle der Kinase-Domäne bindet und so die Bindung von ATP als Substrat für 
die Phosphorylierungs-Reaktion blockiert. Diese Bindungsstelle ist eine hydrophobe Tasche, 
die von den jeweiligen Aminosäuren den Positionen M314, V323, L325 und I336 begrenzt 
wird. Diese Positionen wurden nach dem schon in Kapitel 1.2.3 erwähnten Prinzip mutiert. 
Zum einem wurde die Tasche durch Verlängerung der Aminosäurenseitenkette durch den 
Austausch in Phenylalanin (F) unbrauchbar gemacht, zum anderen durch den Austausch in die 
polare Aminosäure Threonin (T). Dadurch entstanden die Taschen-Mutanten.  
Diese Taschen-Mutanten wurden anschließend in Cos7-Zellen exprimiert, um sie auf ihre 
Kinase-Aktivität hin zu untersuchen, die sich nicht vom Wildtyp unterscheiden sollte. Dies 
wurde mit Hilfe von anti-Phosphotyrosin-Blots semiquantitativ untersucht. 
 
Keine der Mutationen führte zu einem kompletten Verlust der Kinase-Aktivität. Es zeigte sich 
jedoch, dass die Mutanten,  bei denen die besagten Positionen zu dem polaren Threonin 
mutiert wurden eine erheblich reduzierte Kinase-Aktivität als der Hck Wildtyp aufwiesen. 
Dies gilt auch für die Mutationen der Positionen M314 und V323 zu Phenylalanin, bei denen 
man nur eine geringe Autophosphorylierung beobachten konnte. Die Mutanten L325F und 
I336F hingegen zeigten dieselbe Kinase-Aktivität wie der Hck Wildtyp und sind somit für die 
Überprüfung auf die Resistenz gegenüber PP1 brauchbar. 







Abb. 3.2.1:  Untersuchung der  Kinase-Aktivität der Taschen-Mutanten.  Die Mutation zu 
Threonin (T) zeigt bei allen Mutanten eine Reduktion der Kinase-Aktivität. Lediglich die Mutation der 





3.2.2  Bei keiner der Taschen-Mutanten ist eine Inhibitor-Resistenz gegenüber 
PP1 nachweisbar 
Die Taschen-Mutanten, die an den Positionen M314, V323, L325 und I336 zu Phenylalanin 
mutiert wurden, wurden auf  Inhibitor-Resistenz gegenüber PP1 getestet. Dafür wurden sie 
erneut in Cos7-Zellen exprimiert und vor der Lyse vier Stunden mit 50 mmol/l PP1 inkubiert. 
Mit den anschließend hergestellten Westernblots konnte gezeigt werden, dass keine der 
Mutanten resistent gegenüber dem Inhibitor PP1 ist.  
Die Mutanten M314F und V323F weisen wie schon oben erwähnt eine geringere Aktivität als 
die des Hck Wildtyps auf. Es ist dennoch eine weitere Reduktion der Phosphorylierung nach 
Inkubation mit PP1 nachweisbar.  Besonders auffallend  war  die Reduktion  der 
Phosphorylierung bei den aktiven Mutanten L325F und I336F. Diese ist vergleichbar mit der 

























































































































































































Abb. 3.2.2: Untersuchung der Taschen-Mutanten auf Resistenz gegenüber PP1. Bei keiner der 























































































































































































3.3  Untersuchung der Hck Eingangs-Mutanten auf Kinase-Aktivität 
und Inhibitor-Resistenz gegenüber PP1 
3.3.1  Die Mutationen an den Positionen T338 und A403 weisen Kinase-
Aktivität auf 
Die Positionen T338 sowie A403 entscheiden, wie schon in Kapitel 1.2.2 erwähnt, über die 
Zugänglichkeit der Tasche. Beide Positionen wurden zu solchen Aminosäuren mutiert, die in 
anderen Proteinkinasen an den homologen Positionen zu finden sind. Diese  entsprechen 
Leucin (L)  für beide Positionen,  sowie Alanin (A), Methionin (M),  Glutamin (Q) und 
Phenylalanin (F) an der Position T338. Die Position A403 wurde zu Serin (S), Cystein (C), 
Threonin (T), Valin (V) und Isoleucin (I) mutiert. Dadurch wurde der Eingang der Tasche 
graduell verkleinert um zu überprüfen ob diese zwei spezifischen Positionen kritisch für die 
Bindung von PP1 sind.  
 
Die Mutanten wurden, wie schon die Taschen-Mutanten in Cos7-Zellen exprimiert und mit 
Hilfe von anti-Phosphotyrosin-Blots auf ihre Kinase-Aktivität hin untersucht, die sich wie 
schon bei den vorherigen Experimenten nicht von der des Hck Wildtyps unterscheiden sollte. 
Es zeigte sich, dass keine der Mutanten komplett die Kinase-Aktivität verloren hatte, jedoch 
wurde für die Mutanten T338A, A403I, A403V und A403L eine verminderte Kinase-Aktivität 
im Vergleich zum Wildtyp gefunden.  Für die Mutanten  T338L und T338M wurde eine 
Hyperaktivität beobachtet. Diese Aktivität ist in etwa identisch mit der in der Literatur 
beschriebenen konstitutiv aktiven und transformierenden Mutante Y501F (Ziegler et al., 
1987). Einen Austausch des Threonins an der Position 338 zu Glutamin und Phenylalanin 
führte zu einem dem Wildtyps identischen Phosphorylierungsgrad. An der Position 403 
konnte das für den Austausch von Alanin zu Serin, Cystein und begrenzt auch für das 
Threonin gefunden werden.  Diese aktiven Mutanten wurden in weiteren Experimenten 
wiederum auf die Inhibitor-Resistenz gegenüber PP1 getestet. 







Abb. 3.3.1:  Untersuchung der Eingangs-Mutanten auf ihre Kinase-Aktivität.  Bei k einer der 
Mutationen an den Positionen T338 und A403 konnte ein kompletter Verlust der Kinase-Aktivität 
festgestellt werden. Die Mutanten T338Q und T338F sowie A403S, A403C und A403T zeigten eine 
dem Hck Wildtyp entsprechende Aktivität. Die Mutanten  T338L  und T338M zeigten eine 
Hyperaktivität. Die Mutanten T338A, A403V, A403L und A403I weisen eine reduzierte Aktivität auf, 





3.3.2  Die Eingangs-Mutanten der Position A403 sind sensitiv gegenüber PP1 
Nachdem nur die Mutationen der Position A403 zu Serin, Cystein und Threonin eine Kinase-
Aktivität aufwiesen, wurden diese auf Inhibitor-Resistenz hin untersucht. Die Untersuchung 
ergab, dass sich die Mutationen nicht auf die Sensitivität von Hck gegenüber PP1 auswirkten.  
Die Reduktion d er Phosphorylierung ist identisch mit dem des mit PP1 inkubierten Hck 
Wildtyps, von daher sind die Eingangs-Mutanten komplett inhibierbar. Dieser Versuch zeigt, 



































































































































































































Abb. 3.3.2:  Untersuchung der Eingangs-Mutanten der Position A403 auf ihre Inhibitor- 




3.3.3  Die Mutation der Position T338 zu Leucin, Methionin, Glutamin oder 
Phenylalanin zeigt Resistenz gegenüber PP1 
Die aktiven Mutanten der Position T338 wurden nun auf die Resistenz gegenüber PP1 hin 
überprüft. Es zeigte sich, dass die Mutation dieser Position zu Leucin, Methionin, Glutamin 
oder Phenylalanin zu einer kompletten Resistenz gegenüber 50 µmol/l PP1 führte. So konnte 
kein Unterschied in dem Phosphorylierungsgrad vor und nach der Inkubation mit PP1 
festgestellt werden. 
Zusammengefasst, belegen diese Daten eine entscheidende Funktion der Position 338 als 
molekulare Determinanten der Bindung von PP1, so wie es aus der von Schindler und 
Kollegen publizierten Kristallstruktur abzulesen war. Sie zeigten, dass PP1, wie postuliert in 







































































































































Abb. 3.3.3:  Untersuchung verschiedener Eingangs-Mutanten der Position 338 auf Resistenz 
gegenüber PP1.  Die  Mutation des Threonins mit Glutamin, Phenylalanin, Leucin und Methionin 
zeigen Inhibitor-Resistenz. Es konnte keine Reduktion im Phosphorylierungsgrad nach der Inkubation 








































































































































































































































































PP1       - - +          - +      
Blot: a-P-Tyr (PY99)





4.  Diskussion 
4.1  Untersuchung des Bindemechanismus des Kinase-Inhibitors 
PP1 mit der Src-Kinase Hck 
Mit Hilfe gerichteter Mutagenese sollte sowohl der Bindungsmechanismus des Inhibitors PP1 
an der Src-Kinase Hck  als auch die molekularen Grundlagen seiner Spezifität untersucht 
werden. Ausgangsbasis hierfür war die von Schindler und Kollegen  publizierte 
Kristallstukturanalyse von Hck im Komplex mit  PP1  (Schindler et al.,  1999).  Die dabei 
gewonnenen Daten trugen erheblich zum Verständnis des Bindungsmechanismus von PP1 an 
Hck bei.  
Es wurden verschiedene Positionen innerhalb der katalytischen Domäne identifiziert, die den 
Zugang zu einer hydrophoben Bindetasche im Kern der Kinase beschränken. Normalerweise 
wird diese Tasche von ATP besetzt. Es handelt sich hierbei um die schon im Kapitel 1.2.3 
beschriebenen Aminosäuren der Positionen 338 und 403 am Eingang der Tasche. Aufgrund 
der Besetzung dieser zwei Positionen mit den Aminosäuren Threonin und Alanin ist der 
Zugang zu der Tasche verglichen mit anderen Kinasen relativ gross. So findet man bei vielen 
Proteinkinasen längere und sperrigere Aminosäuren (vgl. Abb. 1.2.2 B). Um zu beweisen, 
dass diese Positionen als molekulare Kontrollstellen der Interaktion PP1 mit Hck agieren, 
wurden sie zu solchen Aminosäuren mutiert, die in anderen Proteinkinasen an den homologen 
Positionen zu finden sind. PP1 scheint den Eingang der Bindetasche optimal auszufüllen, da 
eine Einschränkung des Tascheneingangs durch die Verlängerung der Aminosäuren-
Seitenkette  nur  um ein Kohlenstoffatom zu einer Resistenz gegenüber PP1 führt. 
Grundvoraussetzung war jedoch, dass die Kinase-Aktivität der Mutanten der des Wildtyps 
von Hck entsprach. 
Die hydrophobe Tasche selber wird von den Aminosäuren der Positionen 314, 323, 325 und 
336 beschränkt (s. Kapitel 1.2.3). Um heraus zu finden, ob es sich hierbei um für die Bindung 
von PP1 zu Hck kritische Aminosäurenpositionen handelt,  wurde  die Tasche  durch 
Verlängerung oder Polarisierung der Aminosäurenseitenkette an den jeweiligen Positionen 
unnutzbar gemacht.  








Abb. 4.1.1.: Schematische Darstellung des Eingangs zur hydrophoben Tasche im Komplex mit 
PP1. Deutlich wird die räumliche Nähe zwischen den begrenzenden Aminosäuren der Positionen 338, 




















Abb. 4.1.2: Übersicht der untersuchten Mutanten auf ihre Aktivität und Inhibitor-Resistenz. Es 
sei darauf hingewiesen, dass bei den „inaktiven“ Mutanten zum Teil noch eine Restaktivität 







Mutante                 Kinase   -  Aktivität                    PP1 Resistenz  
- Taschen -  Mutanten 
Met 314  Thr  inaktiv  nicht getestet  
Met 314  Phe  inaktiv  sensitiv 
Val 323 Phe  inaktiv  sensitiv 
Leu 325  Phe  aktiv  sensitiv 
Ileu 336  Thr  inaktiv  nicht getestet 
Ileu 336  Phe  aktiv  sensitiv 
- Eingangs -  Mutanten 
Thr 338 Leu  hyperaktiv  resistent 
Thr 338 Ala  inaktiv  nicht getestet 
Thr 338 Met  hyperaktiv  resistent 
Thr 338  Gln  aktiv  resistent 
Thr 338  Phe  aktiv  resistent 
Ala 403 Ser  aktiv  sensitiv 
Ala 403 Cys  aktiv  sensitiv 
Ala 403 Thr  aktiv   sensitiv 
Ala 403 Val  inaktiv  nicht getestet 
Ala 403 Leu  inaktiv  nicht getestet 
Ala 403 Ileu  inaktiv  nicht getestet 





Auffallend war, dass die Modifikationen der Aminosäurenpositionen innerhalb der 
hydrophoben Tasche größtenteils zur Inaktivierung der Mutanten führten. Meist sind dafür 
wohl sterische Behinderungen oder Interaktionen verantwortlich. Durch die Nähe der Position 
314 zum C-Segment wäre es denkbar, dass die Änderung dieser Position zu Threonin und des 
Phenylalanins in die Regulation der Kinase eingreifen und sie dadurch inaktiviert wird. Die 
Position 325 wiederum befindet sich am Ende der Tasche, so dass sich ein Austausch des 
Isoleucins zu Phenylalanin nicht auf die Aktivität auswirkt. Sie scheint außerdem so weit von 
dem in die Tasche penetrierenden PP1 entfernt zu sein, dass keine Resistenz auftritt. An der 
Position 336 scheint das Phenylalanin gut in die Tasche zu passen, was sich durch die des 
Wildtyps entsprechende Aktivität widerspiegelt. Die polare Seitenkette des Threonins scheint 
mit benachbarten Strukturen zu interagieren, was deren Inaktivität bewirkt.  
Betrachtet man die Eingangs-Mutanten, so stellt man fest, dass diese Position weniger kritisch 
für die Aktivität der Mutante zu sein scheint. So findet man bei dem Austausch des Threonins 
der Position 338 in Leucin, Glutamin und Phenylalanin eine dem Wildtyp entsprechende 
Aktivität. Durch die Abbildung 4.1.1 wird deutlich, dass die Vergrößerung der 
Aminosäurenkette an dieser Position die Bindung von PP1 unmöglich macht und so zu einer 
Resistenz von Hck führt. Dies bestätigt, dass PP1 über die Bindung in der hydrophoben 
Tasche wirkt und die Position 338 eine wesentliche Determinante für die Spezifität des 
Inhibitors ist.  
Die Position 403 hingegen scheint PP1 nicht als Spezifitätsdeterminante anzuerkennen. Der 
Austausch des Alanins zu Serin, Cystein und Threonin führt zwar zur der des Wildtyps 
entsprechender Kinase-Aktivität, nicht aber zur Resistenz gegenüber PP1.  Eine Erklärung 
dafür könnte sein, dass wie in Abb. 4.1.1 erkennbar, die Aminosäurenkette von 403 aus der 
Tasche leicht herauszeigt und eventuell somit der Abstand zum PP1 grösser ist als bei dem 
Threonin der Position 338. 
Die Hyperaktivität der Mutante T338M ist durch eine mögliche Interaktion mit dem räumlich 
benachbarten Leucin der Position 407 denkbar. Dass der Austausch des Threonins 338 in das 
Alanin zu einer Inaktivierung der Mutante führt war aus den Strukturdaten nicht vorhersehbar, 
da auch die Seitenkette mit nur einem Kohlenstoff wesentlich kleiner ist. Zu beachten gilt es 
hierbei jedoch, dass eine Kristallstruktur immer nur eine Momentaufnahme darstellt. 
Dynamische K onformationsänderungen können  so nicht erkannt werden.  Mit Hilfe dieser 
Daten konnte gezeigt werden, dass die Src-Kinase Hck direkt durch PP1 über die Bindung in 





4.2  Bedeutung Inhibitor-resistenter Mutanten für die Selektion und 
Spezifizierung von Kinase-Inhibitoren 
Tyrosinkinasen sind wie schon in dem Kapitel 1.1.3 beschrieben an der Entstehung 
zahlreicher Erkrankungen, insbesondere hämatopoetischer Neoplasmen beteiligt. Daher ist es 
nahe liegend, spezifische Inhibitoren dieser Kinasen für die Therapie  der jeweiligen 
Erkrankungen zu entwickeln und anzuwenden. Grosse Probleme bereitet allerdings die 
strukturelle und funktionelle Homologie unter den Kinasen. Des Weiteren sind noch nicht alle 
Proteinkinasen und deren Beteiligung an Signalwegen identifiziert. Von daher kann die 
Entwicklung spezifischen Kinase-Inhibitoren nicht nur zur Therapie dienen, sondern auch zur 
Aufklärung  von intrazellulären Signalwegen.  Die  Mutation einzelner Aminosäuren von 
Proteinkinasen  kann wesentlich zu der Aufklärung der Interaktion eines entsprechenden 
Inhibitors mit der jeweiligen Kinase beitragen. Es kann nachgeprüft werden, ob der Inhibitor 
direkt auf die jeweilige Kinase einwirkt.  In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Inhibitor-
resistenten Mutanten ein System etabliert, dass zur Selektion  und Spezifizierung  von 
niedermolekularen Kinase-Inhibitoren dient. 
Mit Hilfe von Kristallstukturanalysen und Homologievergleichen können  Aminosäuren 
identifiziert werden, die relativ einzigartig oder spezifisch für eine bestimmte Proteinkinase 
sind. Diese Aminosäuren sind so genannte Spezifitätsdeterminanten für diese Kinase. Dabei 
kann es sich um einzelne Aminosäuren handeln, die wie im Fall von Hck in der hydrophoben 
Tasche oder am Eingang zu dieser liegen. Interagiert ein Inhibitor mit diesem Bereich, der 
Spezifitätsdeterminante, so wird ihm eine hohe Spezifität verliehen.  Diese 
Spezifitätsdeterminante wird durch gerichtete Mutagenese graduell verändert. Mutanten, die 
veränderte Eigenschaften der Spezifitätsdeterminante aufweisen, können dann zur Selektion 
von Inhibitoren verwendet werden, die diesen Bereich zur Bindung benötigen.  Es werden 
solche Substanzen als Inhibitoren selektiert, die ihre inhibitorische Wirkung durch Bindung 
an die Spezifitätsdeterminante entwickeln. Sie  inhibieren folglich den Wildtyp der Kinase, 
nicht aber die Mutante.  
Wie schon in Kapitel 4.1 erwähnt, ist das Threonin der Position 338 eine  solche 
Spezifitätsdeterminante für PP1. Die Verlängerung der Aminosäurenkette an dieser Position 
führt zu einer Resistenz von Hck gegenüber PP1. Im Gegensatz dazu führt die Mutation der 
Position 403 zu keiner Resistenz, obwohl diese Aminosäure auch den Eingang zu dieser 





4.3  Anwendung des Systems zur funktionellen Untersuchung von 
Src-Kinasen 
Bishop und Kollegen haben ein ähnliches System entwickelt, dass zur Spezifizierung und 
Optimierung von Tyrosinkinasen-Inhibitoren dient (Bishop et al. 2000, Bishop et al., 2001).  
Sie nahmen an, dass das Isoleucin der Position 338 in v-Src in nahen Kontakt mit dem C3-
Phenylring und der N4-Aminogruppe des PP1 steht. Durch den Austausch des Isoleucins in 
die kleineren Aminosäuren Glycin oder Alanin, wurde der Eingang zu der ATP-
Bindungstasche im Gegensatz zu dem oben angewendeten Verfahren, vergrößert, ohne jedoch 
die biologische Funktion des Wildtyps zu verändern. Die Kinase-Aktivität konnte nun nicht 
mehr durch PP1 gehemmt werden. PP1 wurde modifiziert, indem jeweils ein weiterer 
Phenylring an die mit der Position 338 in Kontaktstehenden Gruppen angehängt wurde (C3-
Phenylring und N4-Amiogruppe). Diese neuen Inhibitoren wurden auf ihre Fähigkeit selektiv 
die mutierten Src-Kinasen zu hemmen getestet. Es wurde dabei herausgefunden, dass das C3-
PP1-Analogon wesentlich potenter ist als das N4-PP1-Analogon. Durch das Anhängen der 
zusätzlichen Phenylgruppe wurde PP1 spezifischer und in seiner Wirkung optimiert. Ein 
solches System kann somit in vergleichenden Untersuchungen mit Wildtyp Kinasen 
eingesetzt werden um die Relevanz einer Kinase als therapeutisches Target zu verifizieren. 





4.4  Klinische Anwendung von Kinase-Inhibitoren 
Die Identifikation der Schlüsselrolle von Proteinkinasen bei der Entstehung von Krebs hat zu 
einem verstärkten Interesse in der Entwicklung von Kinase-Inhibitoren geführt. Mehr als 30 
dieser Substanzen werden momentan in klinischen Studien getestet (Dancey and Sausville, 
2003). Dies macht deutlich, dass Verfahren zur Selektion, Validierung und Optimierung von 
Inhibitoren  eine enorme Bedeutung erlangt haben.  Anhand von  zwei Beispielen soll  der 
therapeutische Ansatz der spezifischen  Hemmung  von Tyrosinkinasen in der klinischen 
Anwendung geschildert werden.  
 
Imatinib wurde im May 2001 von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) zugelassen. 
Es war die erste zugelassene Substanz, die spezifisch eine Proteinkinase als Target benutzte. 
1986 wurde von Nick L ydon bei Novartis ein Programm initiiert, das an der Entwicklung 
eines Abl-Inhibitors beteiligt war. 1992 wurde die Substanz CGP571148B, später STI-571 
entdeckt (Cohen, 2002). Brian Druker konnte noch im gleichen Jahr nachweisen, dass die 
Zellproliferation und Tumorformationen von Bcr-Abl exprimierenden Zellen spezifisch durch 
STI-571 gehemmt werden konnte. In  Zelluntersuchungen von peripheren Blut oder 
Knochenmark von an CML erkrankten Patienten, konnte eine Reduktion der bcr-abl positiven 
Kolonien von 92-98% erzielt werden, wobei die normalen Kolonien nicht inhibiert wurden 
(Druker et al., 1996). 2001 konnte in einer klinischen Studie die Effektivität STI-571 bei 
minimalen Nebenwirkungen nachgewiesen werden (Druker et al., 2001), was zu einer raschen 
Zulassung dieser Substanz führte.  
Obwohl Imatinib ein relativ spezifischer Inhibitor von Abl ist, konnte gezeigt werden, dass er 
mit annähernder gleicher hoher Potenz auch c -KIT und den PDGF-Rezeptor hemmt 
(Buchdunger et al., 2000). Es wurden erfolgreich klinische Studien zu der Behandlung von 
gasto-intestinalen stromalen Tumoren (GIST)  mit Imatinib durchgeführt,  bei denen c -KIT 
oder der durch den PDGF-Rezeptor aktivierte Signalweg dereguliert ist. Seit 2002 ist Imatinib 
auch für die Therapie dieser Tumoren zugelassen. 
Die im Kapitel 1.3.5 angesprochene Problematik der schnellen Resistenzbildung gegenüber 
Imatinib bleibt bestehen.  Es ist daher sinnvoll, mehr über die Inhibition von Abl an der 
Spezifitätsdeterminante herauszufinden um gegebenenfalls diesen Inhibitor zu optimieren. 
Neuere Ansätze gehen in die Richtung, Imatinib mit anderen Substanzen zu kombinieren die 
den von Bcr-Abl in Gang gesetzten Signalweg blockieren. Dazu gehören auch Pyrazolo-





Studien zeigen, dass verschiedene Inhibitoren dieser Substanzklasse die Proliferation von 
CML positiven Zellen hemmen, die durch Amplifikation und Überexpression gegenüber 
Imatinib resistent geworden sind. Allerdings scheinen sie keinen Effekt bei Resistenzen zu 
haben, die durch Punkmutationen wie T315I herbeigeführt wurden (Tipping et al., 2004). 
Festzuhalten bleibt, dass diese Inhibitoren nur Prototypen sind. Das in dieser Arbeit 
herausgearbeitete Selektionsmodell kann die Grundlage für weitere Identifizierung und 
Optimierung derartiger Substanzen hin zu einem optimalen Wirkungsprofil bilden.  
 
Im Mai 2003 erhielt Iressa (Gefitinib, ZD-1839) die Zulassung der FDA als Monotherapie 
von lokal weit fortgeschrittenen oder metastasierten Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen 
(non small cell lung cancer, NSCLC). Es handelt sich hierbei um einen niedermolekularen 
Tyrosinkinasen-Inhibitor der kompetativ die ATP Bindung zu dem EGF-Rezeptor (epidermal 
growth factor) hemmt. Man fand heraus, dass die Überexpression von EGF über den Ras-
Signalweg die in Kapitel 1.1.3 beschriebene Kaskade  aktiviert und auf diese Weise zur 
Proliferation und Differenzierung von Zellen führen kann (Ciardiello and Tortora, 2001). Der 
EGF-Rezeptor ist in malignen Tumoren epithelialen Ursprungs wie Lungen- und Brustkrebs 
überexprimiert.  
Die Effektivität konnte in mehreren Studien nachgewiesen werden, was zu einer schnellen 
Zulassung der Substanz  für den klinischen Einsatz  führte. So konnte bei Patienten mit 
NSCLC eine Remissionsrate von 10,6% über durchschnittlich 7 Monate erzielt werden, bei 
denen sich keine Therapie als effizient erwiesen hatte. Des Weiteren ergab sich, dass von 
einer Kombinationstherapie Iressa mit plantinhaltigen Chemotherapeutika kein Verbesserung 
des Therapieerfolges zu erwarten ist (Cohen, 2003). Es bleibt abzuwarten, ob der mittlerweile 
in Phase III geprüfte EGFR-Inhibitor OSI-774 zu einer höheren Remissionsrate führt.  
 
Durch den schnellen Erfolg von  Imatinib und Iressa wurden neue Modelle für die 
Entwicklung von target-spezifischen Therapeutika entwickelt. Auf Grund der hohen Spezifität 
ergeben sich nur geringen Nebenwirkungen. So vergingen von der Initialphase I/II der 
klinischen Studie bis zur Registrierung nur noch 4 bis 5 Jahre, im Vergleich zu über 7 Jahre 
im Rahmen von konventionellen Programmen (Shawver et al., 2002). Dies verdeutlicht, mit 
welcher Intensität momentan auf diesem Sektor geforscht wird und welches Potential in den 





5.  Zusammenfassung 
Kristallstrukuturuntersuchungen zur dreidimensionalen Struktur der Src-Kinase Hck im 
Komplex mit dem T yrosinkinasen-Inhibitor PP1 haben gezeigt, dass die Zusammensetzung 
der Aminosäuren an verschiedenen Positionen kritisch für die Sensitivität von Kinasen 
gegenüber diesem Inhibitor sein können. In dieser Arbeit sollten die für die Bindung von PP1 
und Hck relevanten Aminosäuren identifiziert werden und gezeigt werden, dass Hck direkt 
durch PP1  inhibiert wird. Es sollte ein System entwickelt werden, dass zur Selektion 
niedermolekularer Kinase-Inhibitoren dient. 
 
In dieser Arbeit wurden PP1-insensitive Punktmutanten von Hck hergestellt. Die untersuchten 
Aminosäure-Positionen innerhalb von Hck begrenzen zum einem den Eingang zu einer 
hydrophoben Tasche (Position 338 und 403), zum anderen liegen sie innerhalb dieser Tasche 
(Positionen  314, 323,  325 und 336).  Diese Positionen wurden durch Aminosäuren mit 
längeren oder polaren Seitenketten ersetzt.  Es konnte gezeigt werden, dass die mutierten 
Positionen innerhalb der hydrophoben Tasche nicht wesentlich an der Bindung zu PP1 
beteiligt sind. So zeigt zwar die Mutation zu Phenylalanin an den Positionen L325 und I336 
Wildtyp-Aktivität, allerdings ist bei keiner der Taschen-Mutanten Inhibitor-Resistenz 
gegenüber PP1 nachweisbar. Die meisten der untersuchten Eingangs-Mutanten (Position 338 
und 403) zeigen eine dem Wildtyp Hck vergleichbare Aktivität. Allein die Position 388 
konnte als einzige Spezifitätsdeterminante von Hck für den Inhibitor PP1 identifiziert werden, 
da  die  Mutation dieser Aminosäuren zu einer erheblichen Reduktion der Sensitivität der 
Kinasen gegenüber PP1 führte.  Die Position 403 hingegen wird nicht als 
Spezifitätsdeterminante von PP1 anerkannt, da die  Mutanten sensitiv gegenüber PP1 sind. 
Zusammengefasst zeigen die Daten, dass PP1 die Src-Kinase Hck direkt über die Bindung in 
die hydrophobe Tasche in Nachbarschaft zur ATP-Bindungsstelle inhibiert. 
 
Das etablierte System der Mutation einer Aminosäureposition, die entscheidend die Bindung 
eines Inhibitors beeinflusst, kann nützlich sein, um die biologische Potenz von Inhibitoren 
und deren Zielstruktur-Spezifität zu untersuchen. Es kann zudem für die Spezifizierung und 
Optimierung von Kinase-Inhibitoren herangezogen werden. 
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7.  Anhang 
DNA Sequenz von humanen HCK  
 
Dieser synthetische Klon ist  Teil einer Sammlung von humanen  Expression-Klonen 
hergestellt von dem Harvard Institute of Proteonomics (Quelle:www.ncbi.nlm.nih.gov). 
Die in dieser Arbeit mutierten Sequenzen wurden rot hervorgehoben. 
 
1   atggggtcga   tgaagtccaa   gttcctccag   gtcggaggca   atacattctc   aaaaactgaa 
61   accagcgcca   gcccacactg   tcctgtgtac   gtgccggatc   ccacatccac   catcaagccg 
121   gggcctaata   gccacaacag   caacacacca   ggaatcaggg   aggcaggctc   tgaggacatc 
181   atcgtggttg   ccctgtatga   ttacgaggcc   attcaccacg   aagacctcag   cttccagaag 
241   ggggaccaga   tggtggtcct   agaggaatcc   ggggagtggt   ggaaggctcg   atccctggcc 
301   acccggaagg   agggctacat   cccaagcaac   tatgtcgccc   gcgttgactc   tctggagaca 
361   gaggagtggt   ttttcaaggg   catcagccgg   aaggacgcag   agcgccaact   gctggctccc 
421   ggcaacatgc   tgggctcctt   catgatccgg   gatagcgaga   ccactaaagg   aagctactct 
481   ttgtccgtgc   gagactacga   ccctcggcag   ggagataccg   tgaaacatta   caagatccgg 
541   accctggaca   acgggggctt   ctacatatcc   ccccgaagca   ccttcagcac   tctgcaggag 
601   ctggtggacc   actacaagaa   ggggaacgac   gggctctgcc   agaaactgtc   ggtgccctgc 
661   atgtcttcca   agccccagaa   gccttgggag   aaagatgcct   gggagatccc   tcgggaatcc 
721   ctcaagctgg  agaagaaact   tggagctggg   cagtttgggg   aagtctggat   ggccacctac 
781   aacaagcaca   ccaaggtggc   agtgaagacg   atgaagccag   ggagcatgtc   ggtggaggcc 
841   ttcctggcag   aggccaacgt   gatgaaaact   ctgcagcatg   acaagctggt   caaacttcat 
       M314                     V323  L325 
901   gcggtggtca   ccaaggagcc   catctacatc   atcacggagt   tcatggccaa   aggaagcttg 
         I336    T338 
961   ctggactttc   tgaaaagtga   tgagggcagc   aagcagccat   tgccaaaact   cattgacttc 
1021   tcagcccaga   ttgcagaagg   catggccttc   atcgagcaga   ggaactacat   ccaccgagac 
1081   ctccgagctg   ccaacatctt   ggtctctgca   tccctggtgt   gtaagattgc   tgactttggc 
            A403 
1141   ctggcccggg   tcattgagga   caacgagtac   acggctcggg   aaggggccaa  gttccccatc 
1201   aagtggacag   ctcctgaagc   catcaacttt   ggctccttca   ccatcaagtc  agacgtctgg 
1261   tcctttggta   tcctgctgat   ggagatcgtc   acctacggcc   ggatccctta   cccagggatg 
1321   tcaaaccctg   aagtgatccg   agctctggag   cgtggatacc   ggatgcctcg   cccagagaac 





1441   ccgaccttcg   aatacatcca   gagtgtgctg   gatgacttct   acacggccac   agagagccag 
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